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ANNALES 


DE 


LINSTITUT PASTEUR 


LA PARALYSIE DIPHTERIQUE EXPERIMENTALE, 


par G. RAMON, Rosert DEBRE et Pirrre UHRY. 


Dés la découverte du bacille diphtérique, Leffler (1884) 
essaye, mais en vain, la reproduction expérimentale des acci- 
dents paralytiques qui, d’aprés les observations cliniques déja 
anciennes, surviennent a la suite de l’angine diphtérique. C'est 
en 1888 que E. Roux et Yersin, dans une magistrale étude, font 
connaitre l’existence d’une toxine diphtérique et son réle dans 
la production des paralysies (1). 

Ils montrent que l’injection intraveineuse chez le lapin, de 
culture ou de toxine diphtérique, réalise parfois une paralysie 
généralisée ne précédant que de peu la mort; lorsque la mort 
de l’animal se fait un peu attendre, on peut observer une para- 
lysie « débutant d’ordinaire par le train postérieur et parfois si 
« rapidement progressive qu’en un a deux jours elle a envahi 
« toutle corps et que l’animal meurt par arrét de la respiration 
« etdu cur». D’autres fois, la paralysie reste limitée pendant 
un certain temps aux membres postérieurs, commence par une 
faiblesse des membres qui donne ala démarche une allure par- 
ticulitre, puis elle devient plus compléte et les mouvements 


(4) Roux et Yersin. Ces Annales, 2, 1888, p. 629; 3, 1889, p. 273; 4, 1890, 
p. 385. 
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du train antérieur sont seuls conservés. La maladie est presque 
toujours envahissante, gagnant le cou et les membres anté- 
rieurs. « Il n’est pas rare de voir la mort survenir subitement 
« sans convulsions, surprenant l’animal dans l’attitude dans 
« laquelle on venait de le voir quelques instants auparavant. » 

Bref, dans toules les expériences, sauf une, la paralysie 
apparait entre le deuxiéme et le neuviéme jour d’une maniére 
brusque, frappant les membres postérieurs d’une facon bilaté- 
rale et symétrique et, en quelques heures ou quelques jours au 
plus, elle se compléte, s’étend et emporte l’animal; trés excep- 
tionnellement, la guérison est observée. Dans l'une des expé- 
riences seulement, la période d’incubation de la paralysie 
atteint, chez un animal, trois semaines. 

Ces paralysies ascendantes ont élé reproduites par divers 
auteurs : Beck (1890), Martin (1893), Escherich, Crocq, Madsen 
(1896), Courmont, Doyon et Paviot, Charpentier (1899), Ferré 
de Bordeaux, Babonneix (1904). 

Ces deux derniers auteurs, frappés par le rapport constant 
qui existe entre le siége de I’ infection diphtérique et celui de la 
paralysie consécutive, ont tenté, Ferré sur des oiseaux, Babon- 
neix sur le chien ou le lapin, de réaliser des paralysies loca- 
lisées frappant exclusivement la région inoculée : « La simple 
« injection sous-cutanée dans la patte d’un lapin de quelques 
« gouttes de toxine délermine, quatre jours aprés, une paralysie 
« decelle-ci. Cette monoplégie se complete en quelques jours 
« et ne s’étend que lentement sans arriver & !a paralysie géné- 
« ralisée [| Babonneix] (1). 

En variant les doses de toxine, cet auleur a pu produire 
toutes les variétés de paralysie, depuis la paralysie localisée 
jusqu’a Ja paralysie généralisée. Mais, en réalité, dans ces 
expériences comme dans celles qui les ont précédées, le 
moment d’apparition de la paralysie, son évolution, sa termi- 
naison ne rappellent pas l’allure de la paralysie diphtérique 
humaine. Il n’est donc pas surprenant que des objections aient 
été apportées par nombre d’auteurs & lorigine des paralysies 
humaines. Ainsi, comme le faisaitremarquer Rist en 1904 (2), 


(1) Basonnerx. Thése de Paris, 1903. 
(2) Rist. C, R. Soc. Biol., 1903, p. 978, et Rev. mens. mal. de V'enfance, 1904, 
p. 394. 
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la période de latence, d'incubation de la paralysie expérimen- 
tale est trés courte, quelques jours au plus, alors que chez 
l'homme, Je délai d’apparition oscille entre dix et vingt-cing 
jours, parfois davantage encore; d'autre part, la paralysie 
humaine est le plus fréquemment parcellaire, incomplete et 
n’entraine la mort que dans un nombre restreint de cas; aussi, 
déniant tout réle paralysant & la toxine, Rist voyait-il dans 
une endotoxine bacillaire le poison paralysant, opinion reprise 
par Mya, Cruveilhier, et critiquée par Concetti, Valagussa. 
Babonneix, etc. 

On sail, d’autre part, qu’Ehrlich’ considére que la toxine 
est composée par une série de substances dont chacune pos- 
séderait une activité particuliére : 

La toxine proprement dite, poison qui cause la mort, la: 
toxone provoquant les cedémes et la paralysie, la proto- 
toxine, la deutérotoxine, enfin les toxoides, les prototoxoides, 
les toxonoides, modifications variées des précédentes. 

Or, si l’existence propre de ces substances n’a jamais été 
démontrée, leurs dénominations ont persisté et certains auteurs 
ont fini par leur attribuer une certaine réalité. 

Grace 4 de nombreuses expériences effectuées au préalable 
par l'un d’entre nous (1), en injectant 4 des cobayes, ou de la 
toxine diphtérique, ou de la toxine suffisamment neutralisée 
par l’antiloxine (surtout riche en toxone, d’aprés Ehrlich), ou de 
la toxine vieillie (riche en toxoide selon les vues d’Ehrlich) ou 
légérement formolée nous avons toujours constaté la méme 
succession de phénoménes variant seulement suivant les doses 
injectées : mort rapide avec manifestations générales d’intoxi- 
cation, mort lente avec cedéme et escarre au point d’injection 
et paralysies plus ou moins tardives, ou bien survie avec des 
signes de paralysie légére. 

L’effet produit se raméne rigoureusement 4 une question de 
dose et nullement & la nature des composants hypothétiques des 
divers échantillons. 

Lorsque nous avons affaire 4 la toxine telle qu’elle sort du 
filtre, il est tont naturel de rapporter effet qu’elle produit 


(1) G. Ramon, Sur le mode d’action et sur la constitution de la toxine 
diphtérique. C. R. Soc. de Biol., 143, 1931, p. 613. 
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chez l’animala l'ensemble des molécules du peison qu'elle ren- 
ferme. Mais lorsqu’il s’agit de toxine ayant subi l’action d'une 
certaine proportion d’antitoxine ou de formol, incapable d’anni- 
hiler complétement son pouvoir nocif, doit-on supposer que 
Veffet enregistré est di & des molécules de poison intactes, per- 
sistant & coté de molécules complétement modifiées par l’anti- 
toxine ou le formol ? Il est assurément beaucoup plus logique 
de penser, comme Bordet l’admet dans sa conception de Punion 
in vitro de l’antitoxine et de la toxine, que chaque molécule se 
trouve atteinte au méme degré, l’ensemble des molécules ainsi 
atteintes agissant 2m vivo, suivant le degré de nocivité commun 
a toutes les molécules. 

Les différents effets obtenus avec les toxines diversement alté- 
rées, et qui sont en rapport avec le reste plus ou moins grand 
de toxicité conservé par les molécules, correspondent ainsi aux 
effets différents que produisent des doses variées de toxine non 
altérée, mais simplement trés diluée. 

Ceci explique aisément que la production des paralysies est 
en général plus constante avec une toxine atténuée ou sous- 
neutralisée qu’avec une toxine pure, simplement diluée. En 
utilisant la dilution de toxine trés active, on ninjecte propor- 
tionnellement qu’un petit nombre de molécules et, lors de leur 
dispersion dans l’organisme, il peut se faire que le systeme 
nerveux n’en fixe ou qu’une quantité nulle ou qu'une quantité 
seulement suffisante pour certains animaux et insuffisante 
pour d’autres, car on doit alors tenir compte de la susceptibilité 
individuelle de chaque animal, comme on l’a noté depuis long- 
temps pour la détermination de la dose minima mortelle. 

Par contre, en employant une toxine atténuée, la quantité de 
molécules nocives est beaucoup plus considérable et lése pro- 
portionnellement en plus grand nombre les cellules nerveuses, 
d’ou l’apparition plus réguliére des paralysies. 

Le probleme de la production expérimentale des paralysies 
diphtériques revient donc & injecter une toxine suffisamment 
atténuée dans sa nocivité pour ne pas provoquer la mort rapide 
de l’animal. . 

Aprés de multiples essais, nous nous sommes adressés & 
une toxine dont l’activité a été réduite par l’addition de formol 
(4,35 p. 1.000) et par un séjour de vingt-deux heures seulement 
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al’étuve. Cette toxine ainsi traitée tue le cobaye de 280 grammes 
a la dose de 4/8 de centimetre cube en quatre a cing jours (1). 
Nos expériences ont porté sur trois espéces animales: le 
cobaye, le lapin, le chien. 


I. — La PARALYSIE EXPERIMENTALE DU COBAYE. 


Si l'on injecte dans les muscles dela patte postérieure droite 
d'un lot de cobayes de 280 4 300 grammes environ, 1/20 de cen- 


Fic. 1. — Cobaye présentant de la paralysie diphtérique locale 
(membre postérieur droit). 


timétre cube de la toxine préparée comme il vient d’étre dit, 
on observe les faits suivants : 

Durant les premiers jours, rien ne permet de distinguer ces 
animaux des cobayes témoins, sains; tout au plus vers le 
quatriéme ou le cinquiéme jour peut-on noter chez certains 
un peu d’cedéme autour du point injecté, génant la marche et 
pouvant faire croire 4 un début de paralysie : il n’en est rien et 
cette impotence légére rétrocéde en trois & quatre jours. Elle 


(1) G. Ramon, R. Desré et P. Unry, C. R. Soc. Biol., 109, 1932, p. 724. 
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est simplement due & l’edéme, & |’inflammation locale des 
muscles, & la douleur que celle-ci provoque. 

Ce n’est que vers le quinziéme jour au plus {6t chez les uns, 
vers le vingtiéme ou vingt-cinquiéme jour, parfois plus tard 
encore, chez les autres, que se manifestent les premiers symp- 
tomes de paralysie du membre au niveau duquel on a pratiqué 
l'injection. Au repos, la patte postérieure droite est en exten- 
sion, légérement déjetée de coté (fig. 1); chez animal en mou- 
vement, elle conserve le plus souvent cette position, la face 
plantaire regardant vers le haut; de temps 4 autre, le cobaye la 
raméne sous le ventre, atlitude bien dilférente de la contrac- 


Fic. 2. — Cobaye présentant des contraclures provoquées par linjection 
de toxine tétanique. 


ture de animal qui, dans les mémes conditions, a recu de la 
toxine tétanique. 

Cette paralysie d’abord locale s’étend progressivement les 
jours qui suivent, le train postérieur se prend. 

L’attitude du cobaye devient touta fait caractéristique : déja 
au repos on note le contraste existant entre la partie posté- 
rieure du corps, flasque, inerte et la partie antérieure dont les 
muscles ont conservé leur tonicité. 

A la marche, cette paralysie flasque est bien manifeste : 
tantot l’'animal progresse par « a-coups », par bonds, prenant 
appul sur son train antérieur pour tirer sa moitié posté- 
rieure, tant6t il a l’air de ramper sur le sol en ondulant, les 
pattes postérieures en extension prolongeant l'axe du tronc, 
les membres antérieurs en flexion sous le corps; parfois, cepen- 
dant, il raméne son segment postérieur sous la paroi abdomi- 
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nale, mouvement impossible, remarquons-le, chez l’animal 
tétanique (fig. 2) dont la raideur rigoureusement fixe est 
caractéristique. 

Par la suite, le train antérieur se trouve pris a son tour, 
Yanimal chancelle, tombe sur le coté, se redresse péniblement 
et progresse & peine, en rampant. Puis impotence devient 
absolue, l’animal ne peut effectuer aucun mouvement malgré 
toutes les solicitations, la nourriture doit étre mise a sa portée 
(fig. 3). Enfin les troubles cardio-pulmonaires, ]a dyspnée, la 


\ 


Fic. 3. — Cobaye présentant de la paralysie généralisée flasque. 


tachycardie apparaissent. le cobaye reste inerte, apathique sur 
le flanc, respirant vite et avec peine, et la mort survient par 
syncope ou asphyxie dans un délai qui varie entre trente-cing & 
quaranle jours et davantage. 

Si on emploie une dose de poison diphtérique plus considé- 
rable, 1/15 de centimétre cube de nolre toxine par exemple, 
lévolution est semblable mais plus courte, les phénoménes 
paralytiques évoluent en dix 4 quinze jours et tuent l’animal du 
vingt-ciuquiéme au trentiéme jour aprés l’injection. 

Par contre, avec une dose plus faible de la méme toxine, 
1/30 de centimétre cube par exemple, la période de latence se 
trouve prolongée, la paralysie n’apparatt que vers le vingtiéme, 
trentiéme joar, parfois plus tardivement, et se borne en général 
& une paralysie localisée a la patte inoculée, qui évolue favora- 
blement en quinze A vingt jours. Quelquefois, la paralysie 
semble vouloir se généraliser, mais les troubles n’évoluent 
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guére au niveau des autres membres, le pronostic reste favo- 
rable et l’animal recouvre sa mobilité compléte en trois a 
quatre semaines. 

Il n’est peut-étre pas sans intérét d’ajouter que, par l'étude 
chronaxique des muscles, nous avons pu déceler des modifi- 
cations nettes de l’excitabilité neuro-musculaire, apparaissant 
précocement avant le début clinique de la paralysie et prédo- 
minant au niveau des extenseurs des orteils (1). 


Il. — La paRALYSIE EXPERIMENTALE DU LAPIN. 


Cet animal réagit d’une maniére différente 4 la toxine diphté- 
rique et semble d'une susceptibilité particuliére a celle-ci : 
nous n’avons puréaliser de maniére constante chez lui la para- 
lysie localisée ; lorsque celle-ci s’établissait, elle était transi- 
toire; en effet, en quelques heures, la guile se généralise et 
emporte |’ Ss 

Voici un exemple des résultats obtenus chez le lapin: on 
injecte dans la peau ou le muscle de la patte postérieure droite 
de huit lapins, des doses décroissantes d’une toxine atténuée et 
on observe ceci : 


8 cent. cubes de toxine : 


Sous la peau, le lapin meurt quarante-huit heures apres, amaigri, sans 
paralysie. 

Dans le muscle, \e lapin présente, quarante-huit heures aprés, une paralysie 
postérieure avec incontinence sphinctérienne; mort dans fa nuit. 


1 cent. cube de toxine: 


Sous la peau, mort soixante-douze heures apres, sans paralysie. 
Dans le muscle, présente le quatritme jour une paralysie postérieure; mort 
dans l’aprés-midi. 


1/2 cent. cube de toxine : 


Sous la peau, mort quatre jours aprés sans paralysie. 

Dans le muscle, mort le sixitme jour aprés quelques symptomes paralytiques 
peu nets. 

Sous la peau, reste parfaitement bien portant. 

Dans le muscle, reste parfaitement bien portant. 


Ne faut-il pas faire remarquer ici que les phénoménes cli- 


(1) Liperson, Me Neoussixine et P. Unry. C. R. Soc. Biol., 1933. 
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niques observés chez le lapin ressemblent aux paralysies 
obtenues chez le méme animal avec d’autres toxines micro- 
biennes : toxine dysentérique par exemple. 


III. — La paARALysiE EXPRRIMENTALE DU CHIEN. 


Cet animal est, comme le cobaye, favorable & I’étude de la 
toxine diphtérique. Voici, a tilre d’exemple, l’allure clinique de 
la paralysie diphtérique chez cet animal. Un jeune chien recoit 
dans les muscles de la patte postérieure droite 1/10 de centi- 
métre cube de toxine, préparée comme précédemment. Le len- 
demain et le surlendemain de l’injection, l’animal présente 
une réaction douloureuse de la patte injectée, qui rétrocéde 
complétement le sixiéme jour. Les premiers signes de para- 
lysie se manifestent le dix-septieme jour : sorli de sa niche, le 
chien trébuche de temps a autre, évite de s’appuyer sur son 
membre injecté, fait des faux pas, parfois tombe sur le 
cété. Les jours suivants, les signes s’accentuent : les vingt- 
deuxiéme et vingt-troisiéme jours, il arrive avec peine & se 
tenir debout, écarte les jambes, la patte postérieure au niveau 
de laquelle Vinjection de toxine a été pratiquée restant forte- 
ment déjetée de cdté et fléchissant 4 tout moment; au bout de 
quelques pas, V'animal tombe. Déja, & ce moment, |’animal 
s’essouffle au moindre effort. Peu & peu, la paralysie se géné- 
ralise comme chez le cobaye, les troubles cardio-pulmonaires 
apparaissent et la mort survient. 

En injectant une dose moindre de toxine, on obtient une 
monoplégie apparaissant plus tardivement, restant isolée, et 
rétrocédant complétement en quarante-cing 4 cinquante jours. 


* 
Se 


Ainsi, qu’il s’agisse du cobaye ou du chien, nous obtenons 
d’une facon conslante des paralysies localisées au point 
d’inoculation, apparaissant entre le douziéme et le vingti¢me 
jour, ou plus tard, capables de rester localisées ou de se 
eénéraliser plus ou moins avec le pronostic sérieux que 
comporte cette diffusion: tantdt animal arrivant 4 guérir 
apres une longue maladie, tantdt finissant par succomber soit 
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a des troubles cardio-respiratoires progressifs, soit par syn- 
cope. 

Ces paralysies se rapprochent singulitrement de celles que 
montre la clinique humaine et il n’est pas sans intérét de pou- 
voir étudier la paralysie diphtérique ainsi réalisée chez l’animal, 
d’autant plus que ces expériences répétées sur des centaines de 
cobayes et une dizaine de chiens ont constamment fourni des 
résultats identiques. 

Cetle longue série expérimentale montre de la fagon la plus 
évidente que l’agent responsable des paralysies diphtériques 
est bien le filtrat de culture, la toxine de Roux et Yersin, sans 
qu'il soit le moins du monde légitime de faire intervenir soit 
un autre poison, soit une hypothétique fonction de la toxine 
diphtérique. Faut-il dire, pour accentuer cette démonstration, 
que jamais nous n’avons observé Ja moindre manifestation 
paralytique chez les animaux soit vaccinés antérieurement 
au moyen de l'analoxine, soit ayant recu antérieurement ou 
simultanément & l’injection de loxine une dose suffisante de 
sérum antitoxique. 


Coexistence de la paralysie et de [Timmunité 
délerminées lune et autre par la méme injection de toxine. 


Parmi les notions intéressantes que notre série d’expériences 
nous a permis de mettre en évidence, nous signalerons celle 
qui concerne l'association entre la production d’une paralysie 
et apparition de limmunité. 

Nous avons a plusieurs reprises étudié la teneur en antitoxine 
du sang de nos cobayes en expérience et nous avons alors pu 
constater que la méme injection de toxine atténuée produisait 
a la fois et la paralysie et limmunité. Voici l’une de nos 
expériences : 

Un lot de cobayes r coit, suivant notre technique, une dose 
représentée par 2centicubes d'une toxine suffisamment alténuée 
pour provoquer lrois semaines plus tard l’apparition d’une 
paralysie locale; si, ’ce moment, on sacrilie un certain nombre 
d’animaux et qu’on dose l'antitoxine de leur sérum, on voit 
que chaque centimetre cube de sérum contient plus de 1/10 
d’'unilé antitoxique, le méme antigéne a done produit l’immu- 
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nité et les paralysies (1). La fixation du poison sur les tissus 
nerveux s'est produite rapidement, en quelques heures sans 
doute, peu a peu les lésions se sont constituées et les troubles 
se manifestent longtemps aprés. La production d’antitoxine 
exige prés de dix jours (G. Ramon). Lorsque l’antitoxine appa- 
rait, la lésion du tissu nerveux est constituée d’une facon irré- 
médiable, et l’on concoit que l’antitoxine ne puisse avoir 
aucune action sur elle. 


EtupE EXPERIMENTALE DE LA SHROTHERAPIE 
DES PARALYSIES PIPHTERIQUES (2). 


Possédant le moyen de produire chez l’animal des paralysies 
diphtériques dont |’évolution nous est bien connue, il nous a 
paru intéressant d’étudier l’action sur celles-ci du sérum anti- 
diphtérique. 

Nos expériences ont porté sur des centaines de cobayes et ont 
été répétées a plusieurs reprises. La technique suivie a été en 
général celle-ci : 

Les cobayes d’un poids d’environ 250 2300 grammes recoivent 
dans la cuisse droite une quantité fixe de toxine atténuée par 
le formol représentant une dose suffisante pour déterminer la 
paralysie chez tous les animaux, mais n’entrainant la mort que 
chez certains (ceci afin de nous rapprocher le plus possible des 
faits observés en clinique), puis, & des intervalles de temps 
variables, les mémes cobayes recoivent sous la peau du ventre 
du sérum antidiphtérique, injection de celui-ci étant parfois 
répétée les jours suivants. 

On peut ainsi aisément étudier, d’une part l’importance du 
temps écoulé entre l’inoculation et la mise en ceuvre de la 
sérothérapie, d’autre part l’influence des doses de sérum. 

On trouvera dans le tableau ci-aprés le procés-verbal résumé 
d’une de nos nombreuses expériences. 

En résumé, tous les cobayes témoins ont présenté des para- 
lysies : les uns sout morts de paralysie généralisée, les autres 
n’ont eu qu'une paralysie localisée el ont guéri. 

Aucun des cobayes vaccinés par l’anatoxine, aucun des 


(1) G. Ramon, R. Desréet P. Unry. C. R. Soc. Biol., 109, 1932, p. 42. 
(2) G. Ramon, R. Desri et P. Unry. C. R. Soc. Biol., 109, 1932, p. 1349. 
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DOSES DE SERUM . , 
ETAT ULTERIEUR 
en 
des animaux 
unités antitoxiques 


POURCENTAGE 


des paralysies 


20 |(Témoins). 0 Paralysies avec 42 morts 400 dont 60 de 
mortalité. 
4|Vaccinés par l’ana- 0 Santé parfaite. 0 
toxine antérieurement. 
6 |3 heures avant. 10 Santé parfaite. 0 
6 |Simultanément. 4 Santé parfaite. 0 
10 » 
6 |3 heures aprés. i . |Santé parfaite. 0 
10 » 
* 916 heures apres. 1 2 restent indemnes, V4 
4 présente une pa- 
ralysie localisée. 
10 Les 3 restent indemnes. 
100 » 
9 |40 heures apres. 10 Santé parfaite. 0 
4100 » 
1.000 » 
12/43 heures apres 10 Paralysies localisées. 25 
100 Santé parfaite. 
100 par jour durant » 
7 jours. 
1.000 » 
12 |13 heures apres. 40 3 sont paralysés. 83 
400 2 sur 3 sont paralysés. 
100 par jour durant}3 sur 3 sont paralysés. 
7 jours. 
41.000 3 sont paralysés. 
9/36 heures aprés, 100 3 sont paralysés. 100 avec 14,1 de 
100 par jour durant}3 sont paralysés, 1 meurt. mortalité. 
7 jours. 
1 000 3 sont paralysés. 
9/48 heures aprés. 100 3 sont paralysés, 2 meurent. |100 avec 77,7 de 
100 par jour duranl/3 sont paralysés et} mortalité. 
7 jours. meurent. 
1.000 3 sont paralysés, 2 meurent. 


EE 
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cobayes dont l’injection sérique a précédé ou a été faite en 
méme temps que l'inoculation, ne présenta de paralysie. 

Entre la premiére et la dixigme heure, le traitement a pré- 
servé les animaux de toute paralysie, sauf quelques rares 
cobayes n’ayant regu qu’une dose de sérum correspondant a 
une unité antiloxique alors que l’injection de dix unités suffit 
a préserver les autres. 

A partir de la dixiéme heure, la sérothérapie, quelque impor- 
tante que fit la dose, quelles que nombreuses que furent les 
injections, n’empécha pas l’apparition ultérieure de paralysies 
et l’on nota alors chez les cobayes, ayant recu le sérum treize 
heures aprés l’injection de loxine, 25 p. 100 de paralysies; chez 
les cobayes ayant regu le sérum vingt-trois heures aprés l’injec- 
tion de toxine, 83 p. 100 de paralysies, enfin, chez !es cobayes 
ayant attendu trente-six heures aprés |’injection de toxine pour 
recevoir le sérum : 100 p. 100 de paralysies. 

Fait & noter, d’ailleurs aisé 4 prévoir, ce sont les cobayes qui 
ont regu les plus petites doses d’antitoxine qui sont les pre- 
miers frappés : ainsi, lorsque l’injection de sérum est pratiquée 
treize heures apres celle de toxine, les cobayes traités par 
10 unités antitoxiques ont tous une paralysée localisée, alors 
que 100 unités antitoxiques préservent tous les autres. 

Il n'y a aucun rapport entre la gravité des paralysies et la 
dose de sérum ulilisée; ce qui importe, c’est la précocité de 
intervention ; passée la dixiéme heure, des quantités considé- 
rables d’antitoxine, injectées durant plusieurs jours ou bien 
injectées en une seule fois, ne modifient nullement l’évolution 
de la maladie : les paralysies apparaissent, restent localisées ou 
progressent comme si l’injection de sérum n’avait pas été 
faite. 

L’action préventive du sérum 8 l’égard de la paralysie est 
donc nettement établie, mais elle est limitée dans le temps. 

Dans une deuxiéme série d’expériences, nous avons étudié 
Yaction curative du sérum. Un lot de cobayes est inoculé dans 
les mémes conditions que précédemment; au moment de 
apparition des paralysies, ils regoivent, les uns, une dose 
unique et forte d’antitoxine (1.000 U. A.), les autres des doses 
répétées durant dix jours (100 U. A.); certains d’entre eux ne 
recoivent pas de sérum et servent ainsi de témoins. 

Annales de l'Institut Pasteur, t. LII, n° 1, 1934. 
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Le traitement sérique n’a modifié en rien l’évolution de ces 
paralysies. Ce résultat était facile & prévoir puisque, dans nos 
expériences précédentes, nous avions assisté & l’apparition et a 
l'évolution de paralysies chez des animaux ayant regu, au dela 
de la trente-sixitme heure, et & doses répétées, des quantités 
considérables d’antitoxine. 


DIVERSES THRRAPEUTIQUES ESSAYKES 
CONTRE LES PARALYSIES DIPHTERIQUES. 


On a tenté de nombreux essais pour permettre a l’antitoxine 
circulant par voie sanguine d’atteindre la toxine fixée sur les 
tissus nerveux. 

4° J. Renaut, P.-P. Lévy et Plichet se sont adressés au mélange 
toxine-antitoxine hyperneutralisé; Corby, dans sa these, rap- 
porte des observations en apparence concluantes, mais ici 
encore il manque un crilére pronostique. 

Nous avons étudié l’action du mélange toxine-antitoxine sur 
des cobayes ; les résultats se sont montrés peu satisfaisants. 
Lorsque la paralysie des cobayes doit se terminer par la mort, 
les mélanges toxine-antiloxine, les mélanges anatoxine-anti- 
toxine n’ont aucune influence. Dans les cas de paralysie expé- 
rimentule qui guérissent naturellement, il est bien difficile 
d’affirmer un effet favorable de ces mélanges. 

2° L’anatoxine a été préconisée dans le traitement des para- 
lysies par Marino et Maccio (1928), Cusatelli, Sormani, avec 
des résultats heureux, au dire des auteurs. Nos recherches 
expérimentales ne confirment pas ces résultats. 

On sait que l'anesthésie au chloroforme a été préconisée pour 
aider le traitement sérique. Nous avons tenté l’application de 
cette thérapeutique aux paralysies diphtériques, dans un but 
préventif ou thérapeutique. 

Les cobayes recevaient linjection de toxine atténuée par 
voile intramusculaire, quelques heures avant de subir l’anes- 
thésie au chloroforme, ce qui permettait & la toxine de gagner 
la grande circulation ou le syst¢me nerveux. 

Sous anesthésie, nous leur injections des doses variables de 
sérum antidiphtérique, quelques-unes répétées les jours sui- 
vants. L’évolution des paralysies n’a pas é6té modifiée. 
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Expérience du 25 janvier, vingt-six heures aprés injection 
de toxine : 

Trois cobayes recoivent 100 U. A. : 2 meurent dont l’un apres 
une quadriplégie, le troisieme présente une paralysie locale et 
guérit. 

Trois cobayes regoivent 100 U. A. sous anesthésie : 2 morts, 
1 guérison. 

Trois cobayes regoivent 1.000 U. A. sous anesthésie : 2 morts, 
{ guérison. 

Trois cobayes recoivent 1.000 U. A. sous anesthésie : 3 morts. 

Deux cobayes sont simplement chloroformés : 2 morts. 

Trois cobayes témoins ne recoivent que la toxine : 2 morts, 
1 guérison. 

3° Nous nous sommes également adressés aux injections 
d’wrotropine et de salicylate de soude, recommandées dans cer- 
taines infections ou intoxications du systeme nerveux. 

Des cobayes préparés comme a |’ordinaire recoivent & inter- 
valle variable, soit du sérum suivi quelques minutes aprés 
d’une injection de 0,10 salicylate de soude ou 0,20 d’urotropine, 
soit du sérum additionné, vingt-quatre heures auparavant, des 
mémes quantités de salicylate. 

Les résultats furent décevants et |’évolution des paralysies 
nullement modifiée. 

4° D’autres essais ont porté sur: 

La thyroxine (Friedemann) associée ou non au sérum, le 
Dmelcos (émulsion stabilisée de bacilles de Ducrey) associé ou 
non au sérum, le tétrophan (Stark, Friedemann) dérivé synthé- 
tique de l’acide naphtacridine-carbonique, médicaments préco- 
nisés par divers auteurs. Nos essais n’ont donné aucun résultat 
favorable. 

5° Reprenant alors l’idée premiére de trouver & |’antitoxine 
un véhicule dont la substance nerveuse pourrait étre avide, 
nous avons essayé les colorants, notamment le bleu de méthy- 
Jéne dont on connait l’affinité pour les ramifications nerveuses. 

Le 16 juin, on injecte 1/3 cent. cube d’une toxine diphté- 
térique, insuffisamment atténuée par le formol, & an lot de 
cobayes. 

Les jours suivants, ces animaux recoivent soit du sérum 
antidiphtérique a 800 U. A. par centimétre cube, soit le méme 
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sérum antidiphtérique mis vingt-quatre heures au contact 
avec une solution de bleu de méthyléne 4 5 p. 100 (dans la 
proportion de 9 parties de sérum pour 1 partie de la solution 
de bleu). 

Voici le procés-verbal de Vexpérience : 

Le 18 juin, 3 cobayes recoivent : 

Soit 400 U. A. (1/2 cent. cube sérum); les 3 cobayes pré- 
sentent des paralysies mais guérissent le 6 aott; 

Soit 400 U. A. additionnés de 1 cent. cube de solution de 
bleu; les 3 animaux seront paralysés, 1 meurt, 2 guérissent. 

Ou 240 U. A. (3 cent. cubes sérum au 1/10) additionnés de 
1 cent. cube de solution de bleu; les 3 cobayes ont des para- 
lysies, deux meurent, 1 guérit le 6 aott. 

Le 20 juin, 3 cobayes recoivent : 

Soit 400 U. A.; les 3 ont des paralysies et meurent. 

Soit 400 U. A. additionnés de bleu; les 3 cobayes ont des 
paralysies, 2 meurent. 

Ou 240 U. A. additionnés de bleu; les 3 cobayes ont des 
paralysies et meurent. 

Le 21 juin, 3 cobayes recoivent : 

Soit 400 U. A.; les 3 cobayes ont des paralysies et 2 meurent. 

Soit 400 U. A. additionnés de bleu; les 3 cobayes ont des 
paralysies, 2 meurent. 

Ou 240 U. A. additionnés de bleu; les 3 animaux ont des 
paralysies et meurent. 

Sur les 6 cobayes témoins n’ayant subi aucune tentative 
thérapeutique, tous ont des paralysies et 4 meurent. 

6° Liadjonction a Vantitoxine d’un anesthésique local, tel 
que la stovaine, est restée également vaine. 

Des lots de 3 cobayes, préparés comme précédemment, 
regoivent & des intervalles variables, soit 600 U. A. (a), soit 
600 U. A. additionnés de 4 p. 100 de stovaine (6). 

Traitement : 

Quarante-huit heures aprés : a) les 3 cobayes présentent de 
la paralysie et guérissent; 

6) Les 3 cobayes font de la paralysie et l'un meurt. 

Quatre jours aprés : @) les 3 cobayes font de la paralysie et 
guérissent. 

6) Les 3 cobayes font de la paralysie et l'un meurt. 
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. Six jours aprés : a) les 3 cobayes font de la paralysie et gué- 
rissent; 
6) Les 3 cobayes font de la paralysie et l'un meurt. 
Les 3 cobayes témoins ont des paralysies et l'un meurt. 
Aucune de ces tentatives thérapeutiques n'a donc été cou- 
ronnée de succés : seul importe la précocité de l’action théra- 
peutique spécifique. 


CONCLUSIONS. 


1° On peut déterminer chez l’animal, le chien et surtout le 
cobaye, une paralysie diphtérique dont l’allure clinique et l’évo- 
lution ressemblent de trés prés aux faits observés en clinique 
humaine. Suivant la dose de toxine injectée, on provoque ou 
bien une paralysie localisée qui apparait aprés une longue incu- 
bation, rétrocéde et finit par guérir ou bien une paralysie géné- 
ralisée qui, elle aussi, peut guérir ou bien se terminer par la 
mort aprés des accidents cardio-respiratoires. 

2° Pour réaliser & coup sar ce disposilif expérimental, il 
convient d’employer une toxine diphtérique dont l’activité a été 
réduite. 

Ainsi, par exemple, la toxine dont nous nous sommes servis 
tuait primitivement le cobaye de 280 grammes au 1/1.500 de 
centicube en quatre jours; atténuée:au moyen d'un peu de 
formol, elle tue cet animal a la dose de 1/8 de centicube en 
quatre ou cing jours; injectée a la dose de 1/20 de centivube 
dans les muscles de la cuisse, elle provoque |’apparition, en 
seize ou vingt jours ou plus, d'une paralysie qui reste localisée 
ou s’étend et peut entrainer ou non la mort. 

3° Les effets produits sont liés rigoureusement & la dose de 
poison injecté et nullement & Ja nature des composants hypo- 
thétiques de Ja toxine diphtérique. C’est le filtrat toxique, le 
poison diphtérique de Roux et Yersin qui est responsable des 
paralysies diphtériques et de toutes les lésions et troubles liés 
a la diphtérie. 

4° Linjection de cette toxine alténuée détermine, chez 
l’'animal & la fois des paralysies et le développement de l’immu- 
nité. Quand la paralysie apparait, et durant son extension, le 
sang de l’animal peut étre riche en antitoxine. 

5° La fixation de la toxine sur le tissu nerveux est rapide, 
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s’opére des les premiéres heures qui suivent l’injection. Dans 
nos conditions d’expériences, l’injection d’antitoxine n'a de pou- 
voir préventif, vis-a-vis de l’établissement des paralysies, que 
si cette injection est pratiquée dans les dix heures qui suivent 
l'injection de toxine. Passé ce délai, quels que soient la dose de 
sérum antidiphtérique et le mode d’injection, son action est 
nulle; c'est dire qu’a fortiort il n’a sur la paralysie établie 
aucun pouvoir curatif. 

6° Les différents essais thérapeutiques que nous avons tentés 
contre les paralysies diphtériques expérimentales ont échoué. 
Le seul traitement possible est préventif et consiste dans l’injec- 
tion trés précoce, bien avant l’apparition des premiers phéno- 
ménes paralytiques, d’une dose suffisante de sérum antidiphté- 
rique. 


ETUDE EXPERIMENTALE DE LA THERMOTHERAPIE 
GENERALE 
PAR LES RADIATIONS A ONDES COURTES 


par C. LEVADITI et H. ns: ROTHSCHILD, 
en collaboration avec 
J. AUCLAIR, P. HABER et A. VAISMAN (pour la partie expérimentale) 
et M"™* R. SCHOEN (pour la partie histo-pathologique). 


A la suite des recherches expérimentales réalisées surtout en 
Amérique, il nous a paru intéressant d’entreprendre des inves- 
tigations concernant l’activité de la thermothérapie par les 
radiations 4 ondes courtes dans certaines maladies infectieuses 
expérimentales provoquées par des spirilles, des spirochétes, 
des bactéries et des ultravirus. 

Ces investigations ont élé effectuées soit & lInstztut Pasteur, 
soit a l'Institut Alfred Fournier, grace & l'appareil que l'un de 
nous (Henri de Rothschild) a fait construire et quila mis gra- 
cieusement a notre disposition. Cet appareil est la reproduction 
de celui de Carpenter et Boak (1); il émet des ondes d’une lon- 
gueur de 22 métres. 

Le but du présent travail est d’exposer, aussi succinctement 
que possible, les résultats de nos recherches et les conclusions 
quis’en dégagent (2). 

Nos expériences concernent : 

1° La spirochétose des poules, provoquée par le Spirocheta 
gallinarum ; 

2° L'infection engendrée chez la souris par le Trypanosoma 
evanst; 

3° La toxoplasmose déterminée chez te lapin par le Tozo- 
plasma cuniculi (Splendore) ; 

k° La polyarthrite de la sourts, due au Streptobacillus mont- 
hiformis (Levaditi, Nicolau et Poincloux) ; 


(1) Carpenter et Boax. Amer. Journ. of Syphilis, 14, 1930, p. 346. 
(2) Voir, pour la littérature, le chapitre VIII, Syphilis expérimentale. 
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5° La rage; 

6° Liinfection herpétique de la souris; 

7° La maladie provoquée chez la souris par /e virus dympho- 
granulomateux de la maladie de Nicolas et Favre; 

8° La syphilis expérimentale de la souris et du lapin. 

Nous y ajouterons nos essais sur l'infection provoquée chez 
le rat par le spirille de la fiévre récurrente (Spirocheta dut- 
toni), essais relatés antérieurement par Levaditi, Auclair et 
Vaisman (1). 


i. — Spirillose des poules. 


Plusieurs poules ont été infectées ‘par injection intramusculaire de sang 
riche en Spirocheta gallinarum (Marchoux et Salimbeni). Les animaux ont été 
soumis aux ondes courtes pendant un temps variable; le sang a été examiné 
du point de vue de la présence des spirochétes. Voici le protocole de nos 
expériences : 

Poule 150 : Inoculation de sang virulent le 8 juin 1931. Vingt-deux heures 
aprés, absence de spirochétes dans le sang. 210 watts pendant vingt minutes. 
La température rectale s’éléve de 42°5 A 46°5. Une heure el demie aprés le 
chauffage et vingt-cing heures aprés l’inoculation, apparition de rares spi- 
rochétes dans le sang. Quarante heures aprés, l’animal est malade; il meurt 
le 44 juin 1931. 

Une poule témoin n° 151, inoculée au méme moment que la précédente, 
mais non soumise a l’action des ondes courtes, meurt infectée le septiéme 
jour. 

Poule 162, inoculée le 15 juin 1931, est chauffée vingt-deux heures aprés 
Vinoculation, pendant dix-huit minutes. Sa température s’éléve de 42°35 a 46°. 
Les spirochétes apparaissent dans le sang le 17 juin. Le lendemain, l’animal 
est malade; il est 4 nouveau chauffé (température 46° en dix-neuf minutes). 
La poule meurt infectée quelques heures aprés ce second chauftfage. 

Une poule témoin, n° 161, succombe le cinquiéme jour. 

Poule 165, chauffée a plusieurs reprises quelques heures avant l'inoculation 
de sang virulent. Apparition de spirochétes trente heures aprés. L’animal est 
soumis 4 200 watts pendant vingt-cing minutes (température 445). Il s’infecte 
comme d’habitude et succombe deux heures aprés le second chauffage. 


Il résulte de ces quelques essais que Uélectropyrexie par les 
ondes courles n’exerce aucune action favorable sur Vévolution 
de la spirillose provoquée chez la poule par le Sprrocu®ta GALLI- 
naruM. Il semblerait, au contraire, que l’élévation de la tempé- 
rature soit plutot nuisible, attendu que les animaux traités 
ont succombé avant les témoins. 


(1) Levanviti, Auctarr et Vatsman. C. R. de la Soc. de Biol., 109, 1932, p. 84. 
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11. — Fiévre récurrente du rat et de la souris 
(Spirocheta duttoni). 


Des rats blancs et des souris ont été infectés par voie intra- 
péritonéale avec du sang riche en Spirocheta duttoni (souche 
Brazzaville). Au début du premier accés, les animaux ont été 
chauffés a une ou deux reprises. Voici l’évolution de lV'infection 
spirochétienne chez deux de nos sujets : 


Inoculation le 15 juin 1934. 


RAT 3 sours 4 
Le 16 jum. .. Sp. +. Chauffée pendant huit mi- 
nutes et demie. 
Le 17 juin. . . Sp. ++. Sp. +++. 
Le 18 juin. .. Sp. ++, température de 37° Sp. ++, nouveau chauffage 
a 43°, en onze minutes. pendant seize minutes. 
Le 19 juin. . . Sp. +4. Sp. ++. 
PA iG s iG tS) O5 Wy Sp. 0. 
er 22 eine Spe 0. Sp. +++. 
Le 26 juin. . . Sp. ++. Sp. +++. 


Ces expériences montrent qu’un ou deux acces d’hyperthermie 
ne modifient pas d’une maniére sensible |’évolution de |’infec- 
tion récurrentielle sanguine chez le rat et la souris, soumis a 
Vaction thermogéne des rayons & ondes courtes. 

Nous avons recherché si la fiévre artificielle, inactive sur la 
spirillose hématique, serait capable de déterminer la stérilisa- 
tion des organes, en particulier celle du cerveau. On sait, 
depuis les expériences de Buschke et Kroé (1) et de Levadili et 
Anderson (2), que le virus récurrentiel persiste dans l’encé- 
phale, alors qu’il a disparu du sang et du systéme hématopoié- 
tique (rate, ganglions), chez les animaux immuns. 


Expérience. — Rat 9. Infecté le 21 juillet 1931 par injection intrapérilonéale 
de 0 c. c. 25 de sang de souris riche en Sp. duttoni. La spirillose sanguine 
évolue comme d’habitude ; a partir du dixitme jour, tous les examens du 
sang restent négatifs. Du 12 septembre (quarante-trois jours aprés la der- 


(4) Buscuxe et Kroo. Klin. Wochenschr., 1, 1922, p. 2470. 
(2) Levapitr et Anverson. C. R. de l'Acad. des Sc., 186, 1928, p. 653, C. R. de la 
Soc. de Biol., 100, 1929, p. 1124; Bull. de l’Acad. de Méd., 402, 1929, p. 705. 
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niére crise) au 15 octobre, animal est soumis onze fois, pendant vingt a 
vingt-cinq minutes a l’action des ondes courtes. A chaque séance, l’effet pyré- 
togéne se traduit par une élévation de la température rectale de 3794, 3792, 
3794 & 40°2, 40°5. Le 19 septembre, l’animal parait abattu, amaigri, mais il se 
remet six jours aprés. Il est sacrifié le 16 octobre, soit quatre-vingt-sept 
jours aprés linjection, et le lendemain du dernier traitement pyrétogene. 
Examen du sang : négatif. Le sang, la rate et le cerveau sont inoculés a des 
souris neuves. Seules les deux souris qui recoivent |’émulsion de cerveau 
eontractent la spirillose. 

Rat 10 : Méme dispositif expérimental. Sacrifié quatre-vingt-cing jours 
apres l’infection et le jour méme de la derniére séance de pyrétothérapie 
(13 séances; maximum de température : 40°3). Seul le cerveau se montre 
virulent pour la souris. 

Rat 13 : Méme dispositif expérimental. Sacrifié quatre-vingt-sept jours aprés 
T'infection et deux jours aprés le dernier accés de fiévre artificielle (43 séances 4 
maximum de température : 40°4). Seul le cerveau se montre virulent pour la 
souris. 


Rat témoin : Infecté de la méme maniére et sacrifié le quatre-vingt et 


uniéme jour. Absence de virus dans le sang; infectiosité du cerveau pour la 
souris. 


' Ces expériences montrent que chez les rats soumis a la pyré- 


tothérapie par les ondes courtes la fiévre artificielle ne réussit 
pas 4 détruire Je virus récurrentiel contenu dans le névraxe. 
Malgré 11 & 13 acces fébriles, de tels rats se comportent comme 
les animaux témoins, en ce sens que leur cerveau continue a 
étre virulent pour la souris. 

Conclusions. — 1° La pyrétothérapre provoquée par les ondes 
courtes ne parait pas influencer l’évolution de la fievre récurrente 
(Spirocuzra putTtont, sowehe Brazzaville) chez le rat et la 
sourrs ; 

2 Un grand nombre d’accés fébriles (de 11 a 13) ne réus- 
sissent pas & déterminer la destruction du virus récurrentiel 
contenu dans le névraze des rails contaminés par le Sp. duttoni. 


If]. — Trypanosomiase de la souris (7rypanosoma evansi\. 


Des souris blanches ont été infectées, par voie sous-cutanée, 
avec du sang riche en Trypanosoma evansi, le 26 juin 1931, 


puis soumises & |’action des ondes courtes. Ci-dessous le pro- 
tocole de nos expériences : 


Souris 1. — Chauffée pendant vingt minutes, deux heures aprés l’inocula- 
tion. La température rectale s’éléve de 3794 4 3999. Vingt heures aprés l’infec 
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tion, les trypanosomes apparaissent dans le sang (3 a 6 par champ micros- 
copique). L’animal est chauffé & nouveau pendant vingt-cing minutes 
(température 40°1). Quarante-six heures apres, il est mourant et succombe a 
la quarante-neuviéme heure. 


Souris 2. — Méme dispositif expérimental. Trois chauffages conséculifs 3 
40°5, pendant vingt-cing minutes, le premier traitement élant appliqué vingt 
heures aprés l’inoculation, alors que le sang contenait de nombreux para- 
sites. L’animal meurt infecté quatre-vingt-seize heures aprés l'inoculation. 


Souris 3. — Un seul chauffage le deuxitme jour (température 39°8). Le 
troisiéme jour, l’animal est malade, puis succombe. Nombreux trypano- 
somes dans le sang. 


Souris 4 (témoin). — Infectée au méme moment que les souris précédentes, 
mais non soumise a l’action des ondes courtes. Elle succombe quatre-vingt 
heures aprés l’inoculation. 


I] résulte de l'ensemble de ces essais que /’é/évation de la 
température, provoquée par une ou plusieurs séances de thermo- 
thérapie, ne modifie pas sensiblement I’ évolution de la trypano- 
somiase expérimentale déterminée chez la souris par le Trypa- 
nosoma evansi. 


IV. — Toxoplasmose du lapin 
provoquée par le Joxop/asma cuniculi (Splendore). 


Le Toxoplasma utilisé dans cette série d’expériences est la 
souche de Toxoplasma cuniculi ayant fait l’objet des études 
entreprises en 1929 par Levaditi, Sanchis-Bayarri, Lépine et 
Schoen, et publiées dans ces Annales (1). Cette souche est 
entretenue dans notre laboratoire par des inoculations intra- 
cérébrales pratiquées chez la souris. 

Nos essais comportent 14 lapins, que nous avons infectés par 
voie transcranienne, soit avec une émulsion cérébrale de 
lapins contaminés, riche en toxoplasmes, soit avec une émul- 
sion de cerveaux de souris contenant des kystes toxoplasmiques. 
Les animaux ont été soumis & la thermothérapie par les ondes 
courtes. L’issue de l’infection a été précisée, d’une part, par 
l’examen microscopique de l’encéphale (frottis et coupes colo- 


(1) Levapit1, Sancuis-Bayarri, Lépine et SCHOEN. Ces Annales, 43, 1929, p. 673. 
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rées au Giemsa), d’autre part par l’inoculation de cet ence- 
phale 4 des lapins neufs (voie transcranienne). 

Le tableau I (page 30) résume les résultats de nos essais. On 
y trouve des indications concernant la date de !’inoculation, le 
moment ov |’animal est mort ou a été sacrifié, le nombre des 
séances de thermothérapie, les examens des frottis et des 
coupes, ainsi que le sort des passages effectués. 

Il nous semble inutile de reproduire ici les protocoles 
détaillés de toutes nos expériences; nous en citerons quelques- 
uns, 4 titre documentaire : 


Expérience I, le 18 janvier 1933. — Le lapin 887-T est inoculé, par voie 
intracérébrale, avec une émulsion de cerveau riche en toxoplasmes. A partir 
de cette date jusqu’au 2 février, l’animal est soumis A 15 séances quoti- 
diennes de thermothérapie. 


Le tableau ci-contre montre les variations de la température rectale 


TEMPERATURE 
en degrés 


Avant le chauffage Aprés le chauffage 


48 janvier 39,5 
AO alive nies te) keene Sono 
AIM ASE 5 6 5 Bogen Ss = 39 

PAM ENN VET Date od ete ole 395 


BP GUVAKEIS fee Ag win ¢ 39 
DBSVR Aa he AN ES GN es ooeg 39 
Ae VANVICL?, he ik cy Agen 39,5 
BOF ATVILCTE le Se tn ae Be) oi 
Qh aAnVier: Se aiereertes wee 3050 
ZISTANVACT waite e keene 39 
Se CALI Ke Same ie ates Ak 39 
AU OVONKEE oe sho a ah o! « 39 
SHUM EDONKEY Wl Gh yos loa 60% 39 
ER KOMI VSl Rone Anu Guiaiomr 39 
Pap CAG CN a. Sn ceicay Gro ac 39 


Il est sacrifié bien portant le 4 février, soit le dix-seplitme jour. Rien 
de particulier 4 la nécropsie, hormis une légére splénomégalie. 

Examen histologique du cerveau: Manchons périvasculaires, légére lym- 
phocytose de la cavité rachidienne, absence de lésions de toxoplas- 
mose névraxique, pas de parasites. L’encéphale de ce lapin sert a pra- 
tiquer un passage sur le lapin 53-U. Celui-ci meurt le quatorziéme jour 
d'une infection intercurrente, sans toxoplasmes dans le cerveau ni dans les 
organes. 
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Exegrrence II, le 18 janvier 1933. — Nous inoculons de la méme maniere le 
lapin 888-T. A partir de cette date jusqu’au 24 janvier, l’animal est soumis a 
7 séances de thermothérapie. Ci-contre un tableau montrant les variations de 
la température rectale : 


TEMPERATURE 


en degrés 
DATE 
SS a ee ae es 
Avant le chauffage Aprés le chauffage 

MIS MATING De ett ds ae ae 39 42,5 
AMA VNC Te en Mes seis Go 39,5 42,5 
ZOBJATIVIC Tica: fies ws aes 39 42” 
PABVAINVACL: tke aa 3) -s ee ee 49 42 

COMBI AKO es Goo Bye Sis 39 42,5 
PSMAINVACT as cece) once as 39 42 
eaiPVONPRAP Tp 4 Bap a 


Le sixiéme jour l’animal est malade; il est sacrifié le septitme jour. Pré- 
sence de nombreux parasites sur les frottis de son cerveau. 


Ces deux protocoles indicalifs, et ensemble de nos expé- 
riences résumées dans le tableau I, montrent que la pyrétothé- 
rapie par les ondes courtes, appliquée & |’infection expérimen- 
tale due au Toxoplasma cuniculi, exerce une influence 
indubitable sur l’évolution de lencéphalite toxoplasmique. 
Quoique inconstante, cette action favorable se traduit soit par 
la suppression totale de l'infection, soit, le plus souvent, par le 
fait que la maladie revét une allure chronique, se traduisant 
par la survie des animaux et par la présence de lésions d’encé- 
phalopathie monocytaire contenant de rares kystes toxoplas- 
miques. En effet, alors que les lapins témoins, non soumis & 
la thermothérapie, succombent en général du cinquiéme au 
neuviéme jour, par contre, certains sujets traités survivent 
plus longtemps (douze & dix-huit jours). Ainst que nous venons 
de le dire, cet effet favorable est join d’étre constant; il n'est 
apparu que six fois sur les 13 lapins en traitement, soit : deux 
fois, stérilisation compléte (15 p. 100) et 4 fois chronicité du 
processus (30 p. 100). A remarquer que les animaux, dont 
Vinfection, sous l’influence de la pyrétothérapie, est devenue 
chronique, ont supporté sans inconvénient 14 et 15 séances de 


chauffage. 
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Tasteau I. — Action de la thermothérapie sur Yencéphalopath3 


INOCULE MORT 


: s Ss FROTTIS COUPES 
le ou sacrifié le SEINE 


18 janvier. |Sacrifié le 4 février, 
47¢ jour. 

48 janvier. |Sacrifié le 24 janvier, 
6¢ jour (agonisant). 

8 février. |Mort le 17 février, 
9¢ jour. 

8 février. |Mort le 21 février, 
43e jour. 

8 février. |Mort le 48 février, 
40° jour. 


45 mars. {Mort le 27 mars. 
42e jour. 


45 mars. |Sacrifié le 2 avril, 
48e jour. 


Mort le 19 mars, 4e jour. 
Sacrifié le 2 juin, : § 2 kystes. 
48e jour. 
Mort le 19 mai, 4° jour. poet 
Mort le 49 mai, 4¢ jour. aig 
Mort le 22 mai, 7¢ jour. aa eede 
Sacrifié le 2 juin, 18° ) aL 
jour. 


ConcLusions. — La thermothérapie par les ondes courtes, 
appliquée a des lapins atteints de toxoplasmose expérimentale, 
exerce, dans environ 50 p. 100 des cas, une influence favorable 
sur l’évolution de la maladie, les résultats se traduisant sott par 
une stérilisation complete, soit par une chronicité clinique et 
anatomigue de lencéphalopathie. 


\V. — Arthropathie de la souris 
provoquée par le Streptobaci/lus moniliformis. 


Levaditi, Nicolau et Poincloux (1) ont isolé du sang d'un 
sujet atleint d’érythéme polymorphe un nouveau microbe, le 


(4) Levaprr1, Nicorau et Pornctoux. C. R. Acad. des Sciences, 180, 1928, p. 1188. 
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jovoquée chez le lapin par le 7Joxoplasma cuniculi. 


{) NOCOLE 
t le 


} février. 


) février. 
février. 


février. 


MORT 


Buceorine FROTTIS COUPES TEMOINS 


Mort ie 18 février, : . oj 
your: 886-T, mort le 9° jour. 


= Frotlis +++. 


a &6-U, mort le 10¢ jour, 
frotlis + ++. 


Mort le 7 mars, 
43€ jour. 
Mort le 2 mars, 87-U, mort le 5e jour. 
ge jour. 
Mort. le de mars, ; Infection secondaire, frottis 6. 
8¢ jour. 
Sacrifié le 12 avril, 401-U, mort le 8° jour. 
15e jour. 
Sacrifié le 12 avril, Frottis +++. 
15° jour, 
Mort le 40 avril, +++ — 
7¢ jour. 
Sacrifié le 10 avril. +-+-+ 
7° jour. 


Mort le 16 juin, Lés. +, parasites ++-+.|751-U, mort le 5¢ jour. 
43 jour. i 
— — Frolis +- +--+, coupes -+-+-+. 


Sacrifié le 19 juin, Lés. 6, parasites 96. 752-U, mort le 22 mai. 
16¢ jour. 

Mort le 12 juin, Lés. 9, parasites 0. 7e jour, frottis +++, 
9° jour. coupes +++. 


Streptobacillus moniliformis, pathogéne pour le lapin, la souris 
et le singe. Ce parasite a été cultivé par Parker et Hudson (4) & 
partir du sang, du liquide articulaire et des papules culanées, 
a Voccasion d’une épidémie d’érythéme polymorphe compliqué 
@angine et d'arthropathie, ayant sévi & Haverhill (Massachus- 
setis). Enfin, tout récemment, Levaditi, Selbie et Scheen (2) 
ont montré que le rhumatisme infectieux spontané de la sours 
est da au méme microbe, lequel, inoculé a des muridés de la 
méme espéce, détermine une polyarthrite généralisée, com- 
pliquée d’endocardite et de myocardite. C’est & cette dernitre 
maladie que nous nous sommes adressés pour apprécier l’action 
thérapeutique possible de la pyrétothérapie par les ondes 


(1) Parker et Huoson. Journ. of Pathol., 2, 1926, p. 357. 
(2) Levapitr, SELBre et Scorn. Ces Annals, 48, 1932, p. 308. 
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courtes sur l’évolution des arthrites chroniques infectieuses. 
Ci-contre les protocoles de nos trois expériences, qui ont toutes 
fourni un résultat négalif : 

Expkaience. — Souris 205 : Arthrite intense des deux carpes et du méta- 
tarse gauche. Chauffée a partir du vingt-seplitme jour de Vinfection. Sacri- 
fiée aprés 20 séances de dix minutes. Arthrite sans changement. Cultures ; 
rate, sang, arthrite: S. B. M. (4). 

Souris 206: Polyarthrites trés intenses. Chauffée a partir du vingt-septiéme 
jour de l’infection. Sacrifiée aprés 20 séances de dix minutes. Arthrites sans 
changement. Cultures : rate, sang, arthrites : S. B. M. +++. 

Souris 238 : Arthrite des deux carpes et du tarse gauche. Chanffée neuf fois 
vingt minutes 4 partir du douziéme jour de l’infection. Morte le trentitme 
jour. Arthrite sans changement. Cultures rate, sang, arthrite : S. B. 
M. +++. 


Il résulte de ces expériences que le chauffage par les ondes 
courtes Ninfluence en quot que ce soit l’évolution de la poly- 
arthrite provoguée chez la souris par le STREPTOBACILLUS MONI- 
LIFORMIS. 


VI. — Rage expérimentale. 


Nous nous sommes servis dans ces essais de deux souches 
rabiques, Bucarest II et Tanger I, ayant fait Vobjet de 


TasLeau Il. — Action des ondes courtes 
sur le virus rabique des rues (Bucarest II et Tanger I). 


MORTE 
ou sacrifiée 


NOMBRE 
de séances 


PASSAGES 
sur souris 


| SOUCHE 


SOURIS 


198-A, morte le 7e j. 
199-A, morte le 7° j. 
200-A, morte le Te j. 


Sacrifiée, 8 j./6 séances de 10 min. 


Souris 4187-A 


Lapin 746-T 
10; 


} Souris 186-A . 
apin 749-T 


Bucarest II. 


Souris 190-A . 
Souris 191-A . 


™~ \ Souris 192-A . 
3 J Souris 193-A 
= ) Souris 194-A . 
Ss Souris 195-A 


Souris 196-A . 
Souris 197-A 


.|Sacrifiée, 8 j. 


.|Mort, 7 j. 
.|Sacrifié, 10 j. 


Morte, 6 j. 
Sacrifiée, 6 j. 
Sacrifiée, 6 j. 


.|Sacrifiée, 6 j. 


Morte, 6 j. 


-|Morte, 6 j. 


Morte, 6 }. 


.|Morte, 6 j. 


(1) Streptobacillus moniliformis. 


6 séances de 10 min.} 


7 séances de 25 min 
10 séances de 26 min. 


6 séances de 10 min. 
6 séances de 10 min. 
6 séances de 10 min. 
6 séances de 10 min. 
6 séances de 10 min. 
6 séances de 10 min. 
6 séances de 10 min. 
6 séances de 10 min. 


201-A, morte le 7¢]. 
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recherches antérieures réalisées par notre Laboratoire (1). Plu- 
sieurs lapins et souris ont été infectés par voie intracérébrale, 
puis soumis & 6, 7 voire méme 10 séances de pyrétothérapie 
pendant dixa vingt-cing minutes. Le tableau ci-contre (tableau II, 
page 32) résume les résultats de nos tentatives. Il montre que, 
quelles que sotent les conditions ov nous nous sommes placés, Vin- 
fluence a été nulle quant a (évolution de la rage expérimentale. 


VII. — Herpés expérimental de la souris. 


Nos avons utilisé notre souche herpétique NS-24, con- 
servée dans la glycérine 4 basse température. Une émulsion de 
cerveau de lapin mort d’encéphalite herpétique a été ino- 
culée, par voie transcranienne, a cing souris, lesquelles ont été 
soumises 4 l’action thermogéne des ondes courtes pendant 
toute la durée de la période d’ incubation. Les résultats obtenus 
sont consignés dans le tableau III. Ils montrent que da ther- 
mothérapie n'a pas modifié sensiblement Vévolution de lencé- 
phalopathie herpétique de la sours. 


Tasueau III. 


MORTE NOMBRE 


SOURIS ou sacrifiée de séances 


COUPES 


Morte, 6 jours. Lésions +++. 
Morte, 4 jours. Lésions ++4. 
Morte, 4 jours. Lésions +++. 
Morte, 4 jours. Lésions +++. 
Morte, 6 jours. Lésions +++. 


VIII. — Maladie de Nicolas et Favre 
(Lymphogranulomatose inguinale) de la souris. 


On doit & Hellerstrém et Vassén (2) la démonstration de la 
transmissibilité de la maladie de Nicolas et Favre au singe. 


(1) Levapretr, Scuonn et Mezcer. Archives internationales de Médecine expért- 
mentale, 7, 1932. p. 655. ; 

(2) Hecrerstrém et Vassén. VII* Congrés international de Dermatologie et 
de Syphiligraphie, Copenhague, 5-9 aout 1933. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. LU, n° 4, 1934. 3 
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Levaditi, Ravaut, Lépine et Schoen (1) ont exposé les résultats. 
de leurs recherches sur le méme sujet, dans un Mémoire paru 
dans ces Annales. Ces auteurs ont montré que le virus lym- 
phogranulomateux est pathogéne pour la souris, chez laquelle 
il provoque, aprés inoculation transcranienne, une encéphalo- 
pathie, je plus souvent cliniquement inapparente (ce qui 
permet la conservation prolongée du germe in vivo et facilite 
l'étude expérimentale de la lymphogranulomatose inguinale). 

Il nous a semblé intéressant de préciser l’action exercée par 
la thermothérapie au moyen des ondes courtes sur l’évolultion 
de la maladie de Nicolas et Favre chez la souris. Les animaux 
ont été infectés par voie intracérébrale, puis soumis & plusieurs. 
séances consécutives de chauffage. L’issue de inoculation a 
été appréciée par l’examen histopathologique de l’encéphale et 
par les résultats des passages effectués, soit sur des souris, 
soit sur des singes. Le tableau ci-contre (tableau [V) résume 
nos constatations. Voici, par ailleurs, quelques-uns de nos. 
protocoles : 


Expgériencr. — Les souris 627, 628, 629, 630, 631 et 632 sont inoculées, par: 
voie intracérébrale, avec une émulsion névraxique provenant du Cynoce- 
phalus babuin n° 565, mort le dixiéme jour (méuingo-encéphalite lymphogra- 
nulomateuse, cinquante-quatriéme passage de notre souche Kamm...). Les 
trois derniers animaux servent de témoin; sacrifiés le septi¢me jour, ils 
montrent des altérations encéphaliques caractéristiques et intenses. Les 
souris 627, 628 et 629 sont soumises a la thermothérapie par les ondes 
courtes (6 séances quotidiennes). Elles sont sacrifiées, en apparence bien 
portantes, le septieme jour. Aucun de ces sujets n’offre des lésions céré- 
brales. Leur névraxe serta préparer une émulsion, qui est inoculée, par voie 
transcranienne, au Macacus cynomolgus n° 623 et A deux souris (6 et 7). Le singe, 
examiné le vingt et uniéme jour, de méme que les souris 6 et 7, nécropsiées 
le quinziéme jour, ne présentent aucune altération apparente du systéme 
nerveux, alors qu’un autre singe, le Macacus cynomolgus n® 626 et deux souris, 
5 et 8, inoculés avec le cerveau des souris témoin (non chauffées), révélent 
des signes nets de méningo-encéphalile lymphogranulomateuse. 


Cette expérience prouve que la thermothérapie par les radia- 
tions 4 ondes courtes peu! entraver l’évolution de la méningo- 
encéphalite provoquée expérimentalement chez la souris par 
Pinoculation lranscranienne du virus de la maladie de Nicolas. 
et Favre, entretenu par des passages sur le singe. 


(1) Levapitr, Ravaur, Liépine et Scuoen. Ces Annales, 48, 1932, p. 27. 
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Tasteau LY. — Action des ondes courtes sur le virus 
de la maladie de Nicolas et Favre. 


SOURIS | MORTE OU SACRIfIis | ,NOMBRE | LESIONS 


| de séances | cérébrales: PASSAGES 


SS |S | SSS 
Sacrifiée, 7 jours. 6 0 Singe 623, lés. 6. 
Sacrifiée, 7 jours. 6 Souris 6, lés. 0. 
Sacrifiée, 7 jours. 6 6 Souris 7, lés. 4. 


Témoins pour souris : 627, 628, Singe 626, lés. +++. 
629. Sacrifiés, 7 jours. Souris 5, lés. +++. 
Souris 8, lés. +++. 


Morte, 11 jours. 410 


Sacrifiée, 11 jours. 10 Souris 21-T, lés. 6. 
Souris 22-T, lés. 6. 
Souris 23-T, lés. 4. 


Témoins pour souris : 846, 817. Souris 891, lés. +++. 
Sacrifiés, 11 jours. Souris 892, lés. +++. 


Sacrifiée, 7 jours. 


Morte, 9 jours. 


Sacrifiée, 17 jours. 14 Singe 657, lés. +++. 
Sacrifiée, 17 jours. 44 Souris 3%-T, lés. ++. 
Sacrifiée, 17 jours. 14 Souris 40-T, lés. ++. 
Sacrifiée, 17 jours. 14 
Sacrifiée, 17 jours. i4 


Témoins pour souris : 853, 854, 
855, 856, 857. Sacrifiés, 417 jours. Singe 659, lés. +++. 
Souris 42-T, lés. +. 
Souris 43-T, lés. +++. 
Souris 44-T, lés. 6. 


Malheureusement, comme on peut s’en convaincre en par- 
courant le protocole suivant, cet effet salutaire est loin d’étre 
constant. Il arrive, en effet, que malgré des chauffages réitérés, 
appliqués pendant la période d’incubation, I’animal contracte 
la maladie, transmissible aussi bien aux simiens qu’aux 
muridés. 

Expértence. — 10 souris (n° 853 et 864) sont inoculées, par voie intracérébrale, 


avec une émulsion névraxique provenant du Cynocephalus babuin n° 658, 
mort le huitiéme jour aprés infection transcranienne (cinquante-sixieme 
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passage). Cinq de ces souris (n° 860 A 864) servent de témoin. Sacrifiées 
le dix-septiéme jour, elles offrent des altérations caractéristiques et intenses 
du systéme nerveux. Leur cerveau, administré par la méme voie au Macacus 
cynomolgus n° 659, provoque une méningo-encéphalite lymphogranuloma- 
teuse qui tue l’animal en quatre jours. De plus, deux des trois souris inoculées 
avec le méme cerveau offrent, le dixiéme jour, la méme méningo-encépha- 
lite. Par ailleurs, cing autres souris (n°* 853 4 857) subissent 14 séances quoti- 
diennes de thermothérapie. Elles sont sacrifi¢ées le dix-septiéme jour. Or, 
chez quatre d’entre elles, on observe les mémes lésions névraxiques que chez 
les animaux témoin, ainsi gu’une virulence identique pour le singe (Ma- 
cacus cynomolgus n° 657, mort le cinquiéme jour; altérations positives trés 
intenses) et pour les muridés (souris 38-T et 40-T, sacrifiées le dixieme 


jour). 


Conctusions. — La thermothérapie par les radiations a ondes 
courtes, appliquée en 6 et 14 séances quotidiennes a des sourts 
enfectées par vore intracérébrale, avec le virus lymphogranulo- 
mateur de passage, peut exercer une action salutaire sur | évo- 
lution de linfection névraxique, mais cette action est loin d étre 
constanle. Certains animaux se contaminent malgré l'utilisation 
fréquente de ce moyen thérapeutique. 


1X. — Syphilis expérimentale du lapin et de la souris. 


Nombreux sont les chercheurs qui ont étudié les effets de la 
pyrétothérapie sur |’évolution de la syphilis expérimentale du 
Japin. Il n’est pas dans notre intention d’analyser ici tous les 
travaux se rapportant a la question; nous nous bornerons a 
énumérer les principaux d’entre eux. Dés 1919, Weichbrodt et 
Jahnel (1) affirment avoir obtenu la guérison rapide du syphi- 
lome scrotal du lapia, en placant lanimal, durant une demi- 
heure par jour et pendant trois a cing semaines, dans une 
étuve chaulfée & 41°. De leur coté, Schamberg et Rule (2) ont 
enregistré des résultats analogues en utilisant les bains 
chauds. La méme méthode a été employée dans le traitement 
de la syphilis humaine par Schamberg et Tseng (3) et de la 
neurosyphilis par Mehrtens et Pouppirt (4). Les résuliats 


(1) Weicnexopr et Jawnet. Deutsch. med. Woch., 45, 1919, p. 483. 

(2) Scaamerre et Rute. Journ.of Americ. Med. Assoc., 88, 1921, p. 1211; Arch. 
of Dermatol. ant Syphil., 44, 1926, p. 243 

(3) Scuamberc et Tsenc. Amer. Journ. of Syph., 44, 1927, p. 337. 

(4) Menrvens et Pouppint. Arch. of Neurolog. and Pychiatr., 22, 1929, p. 700. 


ETUDE EXPERIMENTALE DE LA THERMOTHERAPIE 37 


obtenus chez l’animal par Weichbrodt, Jahnel, Schamberg et 
leurs collaborateurs ont été confirmés et complétés par Besse- 
mans et ses éléves (1), & l'Institut d’Hygiéne et de Bactério- 
logie de Gand. Le chercheur belge a relaté de nombreuses 
expériences tendant a prouver que la thermothérapie locale ou 
générale par les bains chauds, contrdlée au moyen du couple 
thermo-électrique, détermine, chez les lapins syphilisés, une 
cicatrisation rapide du syphilome scrotal, ainsi qu’une promple 
disparition des tréponémes con!enus dans ce syphilome. 

Dés la découverte de Vaction fébrigéne des radiations a 
ondes courtes dans le Laboratoire des recherches de la General 
Electric Company at Schenectady, de New-York, et les obser- 
vations faites in vitro et in vivo par Hosmer (2), deux savants 
américains, Carpenter et Boak (3), eurent idée d’appliquer 
cette nouvelle méthode a la thérapeutique de la syphilis expé- 
rimentale. Les premiers résultats ont été consignés dans un 
mémoire para en 1930, ot nous lisons les conclusions sui- 
vantes : 

« 21 sur 25 lapins infectés par voie intra-testiculaire avec 
le Treponema pallidum n’ont pas montré de chancre scrotal, 
aprés un lraitement par les rayons 4 ondes courtes appliqué 
quatre, cing et sept jours apres !’inoculation. Chez cing de ces 
lapins, il y eut éclosion de nodules testiculaires, qui ont rétro- 
cédé par la suite. Chez les lapins témoins, non traités, |’évolu- 
tion de la syphilis fut celle que l’on observe habituellement. » 

Nul doute, affirment les savants américains : la pyrétothé- 
rapie par les radiations 4 ondes courtes agit favorablement sur 
Vinfection syphilitique expérimentale du lapin, en ce sens que, 
dans la majorité des cas, elle entrave l’apparilion de l’accident 
primitif et semble mettre le sujet 4 l’abri de la contamination. 

C’est alors qu’un nouveau probléme vint se poser. On sait que, 
assez fréquemment chez le lapin, consltamment chez la souris, 
la syphilis provoquée par toutes les souches tréponémiques 
ulilisées dans les laboratoires (Truffi, Nichols, Gand, etc.), 
évolue d'une maniére cliniquement tnapparente : absence de 


(1) Bessemans, pg Porrer et Hacquagrr. C. R. Soc. de Biologie, séance belge, 
99, 1928, p. 1610. 

(2) Hosmer. Science, 68, 1928, p. 325. 

(3) CARPENTER et Boak. The Amer. Journ. of Suphil., 14,1930, p. 346. 
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syphilome, mais infectiosité des ganglions lymphatiques péri- 
phériques, lesquels, du moins chez la souris, peuvent contenir 
des spirochétes décelables sur coupes imprégnées & l’argent, ou 
apres examen a l’ultramicroscope [Jahnel et Prigge (1), Levaditi 
et. Schoen (2)]. Suppression du chancre scrotal par un moyen 
agissant pendant la période d’incubation, ne signifie donc pas 
absence réelle de contamination (Cf. les recherches de Kolle 
et ses collaborateurs, de Schlossberger, de Levaditi et ses 
éléves, etc.). S’il en est ainsi, on concoit que les données 
relatées dans leur premier mémoire par Carpenter et Boak, 
n’apportent pas la démonstration de l’action thérapeutique 
véritablement stérilisante de ]a thermothérapie par les ondes 
courtes. Les savants américains s’en sont apercus eux-mémes, 
puisque, dans leur second mémoire de 1932 (3), ils reviennent 
sur la question, pour démontrer, cette fois, que la pyrétothé- 
rapie agit non seulement sur le syphilome, dont elle accroit 
la vitesse de cicatrisation et quelle supprime préventivement, 
mais encore sur l’infection généralisée. Elle réalise, en effet, 
la stérilisation du systéme lymphatique périphérique, du moins 
dans la grande majorité des cas. 

Le méme probléme a été étudié, presque simultanément, 
quoique par une technique différente, par Bessemans et son 
collaborateur de Potter (4). S’adressant & une méthode ingé- 
nieuse (balnéothérapie locale des glandes lymphatiques), les 
auteurs belges concluent que le « virus syphilitique des gan- 
glions semble présenter une thermo-résistance un peu plus 
grande que le virus syphilitique des syphilomes testiculaires, 
comme s’il avait acquis un certain degré de thermo-adapta- 
tion ». 

Par contre, Schamberg et Rule (5), de méme que Frazier (6), 
ont relaté des essais tendant A prouver que, chez certains 
Japins soumis & la balnéothérapie, les ganglions lymphatiques 


(1) Janne et Pricer. Deutsche med. Woch., 55, 1929, p. 694. 

(2) Levavitr et Scnozn. C. R. Soc. de Biologie, 109, 1932, p. 811; Levaniv1, 

VAISMAN, Scuoen et Mezour. Ces Annales, 50, 1933, p. 222. 

(3) Carpenter, Boak et Warren. Journ. of experim. Med., 56, 1932, p. 751. 

(4) Bessemans et pg Porter. Revue belge de Sciences médicales, 4, n® 10, 1932, 

p. 1. 
(5) ScuamBerc et Rute. Loc. cté. 

(6) Frazier. Arch. of Dermatol. and Syphilis, 46, 19217, p. 445. 
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continuent & héberger le virus syphilitique, malgré la guérison 
apparente de l’accident primitif. 

Ajoutons, pour clore cette bréve citation des travaux concer- 
mant Vinfluence de la thermothérapie sur l'évolution de la 
syphilis expérimentale, la récente communication faite a 
U Académie de Médecine par Ch. Richet filset Dublineau (1). Les 
auteurs étudient, d’une part, la température 4 laquelle le 
Treponema pallidum perd sa virulence in vitro, et, d’autre part, 
Vinfluence de la pyrétothérapie par les bains chauds sur la cica- 
trisation du chancre scrotal [avec ou sans association d’agents 
chimiothérapiques (norvasénobenzol & doses infracuratives)]. 
{ls constatent qu’une température de 44°, agissant pendant 
trente minutes, supprime la virulence du virus syphilitique, 
sans que les mouvements du Treponema pallidum cessent com- 
plétement. Par ailleurs, Ch. Richet fils et Dublineau affirment 
que l'association de la chimiothérapie arsénobenzolique a la 
pyrétothérapie détermine toujours la guérison biologique de 
la syphilis expérimentale, guérison qui ne s’effectuerait pas 
sans cette association (toutefois, absence de contréle ganglion- 
maire). 


X. — Recherches personnelles. 


Nos expériences concernant |’influence de la pyrétothérapie 
générale sur l’évolution de la syphilis expérimentale du lapin 
et de la souris ont été commencées en mars 1931. Nous 
. en avons relaté les premiers résultats & l’occasion de la réunion 
organisée par l’un de nous en juin 1932, réunion dont les 
Comptes rendus ont été publiés récemment (2). Quoique tant 
soit peu incomplétes, ces expériences sont, & notre avis, suffi- 
samment nombreuses et démonstratives, pour que, d’ores et 
déja, on puisse en déduire des conclusions peu modifiables par 
la suite. Voici le plan suivant lequel ces essais ont été entrepris 
et réalisés : 

Convaincus de la justesse des remarques faites par Besse- 


(1) Gh. Riener fils et Dustinsau. Bull. de Académie de Médecine, 108, 1932, 
ip. 1682. C. f. également. : ; ; 

(2) Rapports et communications sur l’Electropyreaie, 1932, Imprimerie de Vau- 
girard. 
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mans et ses collaborateurs (1) & l'occasion du travail de 
Ch. Richet fils et Dublineau (2), & savoir que la température 
rectale de l’animal soumis a la pyrétothérapie n’est pas toujours 
un indice suflisant de ce qui se passe réellement, du point de 
vue thermogénique, &|’endroit ot siége la Iésion et of pullule 
le virus syphilitique, nous avons eu recours au couple thermo- 
électrique pour préciser, avec plus de rigueur, cette thermoge- 
nese locale. Une fois ces renseignements indicatifs recueillis, 
il nous a suffi, par la suite, de mesurer les oscillations de la 
température rectale au moyen d’un thermométre ordinaire, et 
cela aussi bien chez le lapin que chez Ja souris. 

Chez fe /apin, nous avons essayé de résoudre les problémes 
suivants : 

1° Quelle est [action de Uélectropyrexie sur Vévolution du 
chancre syphilitique chez les animaux infectés par voie sous- 
scrotale et porteurs de syphilonies riches en tréponémes (examen 
clinique, histologique et microbiologique) ? 

2° La stérilisation se limite-t-elle a accident primitif, ou bien 
intéresse-t-elle également le virus syphilitique contenu dans le 
systéme lymphatique périphérique ? 

3° Y at-il quelque différence entre les effets obtenus par la 
thermothérapie a ondes courtes et ceux enregistrés aprés Vadmi- 
nistration de doses a peine thérapeutiques dun bismuth liposo- 
luble, en particulier le «carboxréthyl-p-méthyl-nonoate basique 
de Bi (Bivatol-Biliposol) ? 

4° Constate-t-on des différences manifestes entre la pyrétothé- 
rapie quotidienne et celle que réalisent plusieurs séances de 
thermothérapie appliquées en un seul jour? 

5° Quel est le sort des tréponémes contenus dans le syphilome 
scrotal, depuas le début du traitement jusqwa la guérison cli- 
nigue de ce syphilome? 

6° Comment agit ia pyrétothérapie & ondes courtes, lorsque 
le chauffage est appliqué pendant la période d’incubation, c’est- 
a-dire dés linoculation du virus syphilitique par voie sous- 
scrotale? Qnelles sont, dans ces conditions, les suites cliniques 
et microbiologiques de Vinoculation ? Obtient-on de la sorte, la 


(1) Bessemans. C. R. de la Soc. de Biol., 142, 1933, p. 1250; Cf. également : 
Brssemans et VannoureGuem. Bruxelles médical, 13, 1933, p. 1226. — 
(2) Ch. Ricner fils et Dustineav. Loc. cit. 
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stérilisation du systéme lymphatique et du greffon inoculé? 

1° La pyrétothérapie influence-t-elle d'une maniére appré- 
ciable les réactions humorales ? 

Chez da souris, nous avons étudié : 

1° L’action de la thermothérapie sur la syphilis inapparente 
ancienne de cette espece animale, en précisant la virulence des 
ganglions lymphatiques et du néyraxe, et en recherchant les 
tréponémes au sein de ces tissus ; 

2° L'influence de Iélectropyrexie, lorsque l'application des 
radiations & ondes courtes est faile dés inoculation du virus 
syphilitique par voie sous-cutanée (utilisation des méthodes 
énumérées ci-dessus). 

Examinons chacune de ces questions. 


I. — ExpfrieNcesS FAITES SUR LE LAPIN. 


a) Température du syphilome scrotal. 


Grace & la collaboration de M. Paic, chef du Service de phy- 
sique de l'Institut Alfred Fournier, nous avons pu comparer 
les variations de la température rectale et de la température 
intra-tissulaire du syphilome scrotal chez des animaux porleurs 
de chancres volumineux et soumis 4 la pyrétothérapie par les 
ondes courtes. L’expérience suivante nous renseigne sur ce sujet: 


Expéearencr. — Lapin 891 T : Deux syphilomes, dont celui qui recevra 
Vaiguille thermo-électrique offre un diamétre de 3 centimétres et contient de 
trés nombreux trépoménes mobiles. Trente séances quotidiennes a partir 
du 24 avril 1933. A cing reprises, on compare les variations de la tempéra- 
ture rectale et de la température du syphilome. Ci-dessous les chiffres 
enregistrés (voir tableau page suivante). 

Maleré la thermothérapie et la diminution assez marquée du volume du 
syphilome, les spirochétes étaient encore présents et mobiles le 26 mai, soit 
prés d’un mois aprés le début du traitement. 


Cette expérience, et d’autres essais analogues, montrent que 
la température du syphilome scrotal est de 4 a4 5° C inférieure 
a celle du rectum, et que, sous V’influence de la thermothérapre 
par les ondes courtes, la température de Vaccident primitif ne 
dépasse pas 39°6 (elle est généralement inférieure). Si l’on se 
rapporte aux constatations des auteurs qui ont étudié mm vitro 
la sensibilité du tréponéme a |’égard des variations de la tem- 
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TEMPERATURE TFMPERATURE 
rectale du chancre 
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He Nine Sie ea ‘ i NS mana 2 ek oe 


pérature, en particulier celles de Ch. Richet fils et Dublineau 
(loc. cit.), de Schamberg et Rule (loc. cit.) et de Carpenter, 
Boak et Warren (1), on doit admettre que seul un chauffage 
pendant trente minutes 4 deux heures, de 41° & 41°5, supprime 
la virulence de ce parasite. Or, nous venons de voir que la tem- 
pérature maxima du tissu qui héberge les spirochétes est net- 
tement inférieure & celle qui tue i vitro le germe de la syphilis. 
Il faut en conclure que, dans les cas ou la pyrétothérapie géné- 
rale agit curativement, son activité parasiticide n'est pas due au 
seul fait que le sptrochéte subit une élévation de température 
incompatible avec sa vitalité. D’autres facteurs interviennent, 
ainsi que nous aurons le soin de le démontrer ultérieurement. 


(1) Boax, Carpenrer et Warren. Journ. of experim, Med., 56, 1982, p. Tit. 
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b) Influence de la pyrétothérapie 
A > a i . “7? . . 
sur Vévolution du chancre syphilitique et sur le virus contenu 
dans le systéme lymphatique périphérique. 


Dans cette série d’expériences, la technique utilisée fut la 
suivante : soit des lapins porteurs de syphilomes scrolaux riches 
en tréponémes (souche Truffi). Les animaux -sont soumis & des 
séances quolidiennes de pyrétothérapie d’une durée de vingt- 
cing 4 trente minutes. On enregistre la température rectale 
avant et aprés le chauffage. Par ailleurs, on apprécie 1’évo- 
lution clinique de l’accident primitif, le sort des spirochétes, 
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GrRArHIQuE 4. — Lapin 7-T. 


les variations des réactions humorales (Meinicke, Kahn, 
Vernes), enfin, la virulence des ganglions poplités, par inocu- 
lation de ces ganglions 4 d’autres lapins neufs (voie sous-scro- 
tale). Ceux-ci sont gardés en observation le plus longtemps 
possible (généralement au dela du soixantidme jour). 

Ci-dessous une expérience-type, dont la description détaillée 
nous évitera des répétilions oiseuses. 


Experience. — Lapin 7-T : poids =2.350 grammes, porteur de deux syphi- 
lomes scrotaux (diamétre 29 x 24; 29 x 22) riches en tréponémes trés mobiles 
(syphilis quatre-vingt-cing jours). Début du traitement, le 8 décembre 1932. 
Le protocole ci-contre indique les variations de poids, l’évolution clinique 
du chanere, l'état des spirochétes, les oscillations thermiques rectales apres 
chaque séance de thermothérapie (Graph. 1). 

Le 4 janvier 1933, on préléve les ganglions poplités, lesquels sont inoculés, par 
greffe sous-scrotale, aux lapins 772-T et 774-T. Ceux-ci survivent quatre-vingt- 
quatre et cinquante-cing jours sans montrer de syphilomes testiculaires. 
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Lapin 7-T. 20 séances. 


TEMPERATURE 
en degrés 


CHANCRE : 
SPIROCHETES 
en millimétres 


en grammes 
MEBINICKE 
3 minutes 


95 


8 décembre .} 2. 29 x 24, 29 22] +++ T.M. |+++ 
40 décembre .|2. 29 & 24, 29 x 22] +++ Immob. 
42 décembre .| 2.200 w x Es x Di ++ Immob. 
43 décembre . | 
44 décembre .| 2.300 23 pels x 9; {Rares cadavres. 
45 décembre . 


46 décembre .|2 400|13 X 44, 16 X 14 ) 
417 décembre . 
18 décembre 


49 décembre . Ye yGroutes: 


(13% 41, 15 & 44 
20 décembre . 
21 décembre . 
22 décembre . 
23 décembre . Croutes. 
24 décembre . 
26 décembre . 
27 décembre 
28 décembre . 
30 décembre . Chauffé 15 minutes. 
31 décembre Chauffé 15 minutes. 
2 janvier 1933. Cicatrices. 
19 janvier 1933. Cicalrices. 
9 février 1933. Guéri. 


Celte expérience montre que, sous l’influence d'un traite- 
ment pyrétogéne & ondes courtes, appliqué en vingt séances 
quotidiennes de vingt-cing minutes, le syphilome scrotal a 
diminué progressivement de volume et a fini par se cicatriser 
le onziéme jour. Les tréponémes se sont immobilisés le qua- 
triéme jour et ont disparu complétement le huiliéme jour. La 
réaction de Meinicke, trés positive avant le chauffage, est 
devenue négative apres la vinglitme séance, en méme temps 
que les ganglions lymphatiques périphériques ont perdu leur 
activité pathogéne (on sait que ces ganglions sont presque 
constamment virulents chez Jes lapins porteurs de chancres 
scrotaux 4 virus Truffi). 

C’est ce que l’on pourrait estimer comme un effet éminem- 
ment favorable de la pyrétothérapie sur l’évolution de la 
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syphilis’ expérimentale du lapin, conformément a ce qui avait 
élé enregistré antérieurement par Carpenter et ses collabora- 
teurs. Mais en est-il toujours ainsi? Examifions, avant de con- 
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Grapnigue 2. — Lapin 22-T. 


clure, l'ensemble de nos résullats, résumés dans le tableau V 
(graph. 2 et 3). 

Le tahleau V met en lumiére Vinconstance des effets de la 
pyrétothérapie ad ondes courtes sur Vévolution de la syphilis 
expérimentale. Tantot, cetle thérapeutique fait disparaitre les 


GRAPHIQUE 3. — Lapin 242-T. 


iréponeémes en onze jours, tanlot il faut attendre plus Saar 
temps pour enregistrer le méme résultat, tantot, enfin, malgré 
neuf séances de thermothérapie, les parasites persistent dans le 
chancre pendant quatre-vingt-neuf jours. Quant aux ganglions 
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TABLEAU V. 


INOCULATION 


des ganglions 


DURKEE 
du traitement 


Chancre 
Spirochétes | cicatrisé poplités 
en 


SYPHILIS DE 
NOMBRE 
de séances 
en heures 
ou sacrifié 


a 


TAA-P ile : : j.| Persiste. |Persiste.|Résultat : Positif. 1 
12-R ts j.|Disp., 14 j.| 10 séances. | Résultat : Négatif. 

45-T | 73 3. 5162 4.1) 429 (1) |Résultat : Positif. | 
eT ate . ie is 8 j. |Résultat: Négatif. | 
242-T ne 3 |S. j. j. |Persiste.|Résultat: Négali/. | 


(1) Prélévement de fragments de syphilome pour examen histologique. 


poplités, ils se sont montrés virulents deux fois sur cing, chez 
des sujels ayant subi neuf et vingt séances de chauffage. Nous 
sommes donc loin d’obtenir, avec la thermothérapie quotidienne 
par les ondes courtes, des résultats identiques a ceux que Von 
observe avec des doses curatives dun médicament antisyphili- 
tique actif, tel le bismuth, les dérivés arsiniques ou arsénoiques, 
lor, le tellure, voire méme le mercure. 


* 
y 


Que se passe-t-il lorsque, au lieu d’utiliser le rayonnement a 
ondes courtes en plusieurs séances journaliéres, on l’applique 
en un seul jour, dans des conditions compatibles avec la survie 
de l’animal? L’expérience que voici nous renseignera a ce 
sujet : 

Expérience. — Lapin 16-T : porteur d'un syphilome scrotal d'un diamétre 
de 12 X 8 millimétres, riche en tréponémes trés mobiles. Température rectale 


avant le chauffage : 39°35. Le tableau VI indique le nombre des séances de 
thermothérapie et les variations de la température (graph. 4). 


Tasteau VI. — Lapin 16-T. Une seule séance de neuf heures. 


SPIROCHETES CHANCRE 


Avant le chauflage Aprés le chauttage | Avant le chauffage Aprés le chauffage 


t Cadavres immob. 
mt ts } (déform.) 
Température : 3995. 


"2x 8 mime 42 X 8 mm. 
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Dans cette expérience Il 
de chauffage discontinu, 
appliqué en wn seul jour, Bl 
les spirochétes ont com- 


mencé a s’immobiliser 
vers le sixiéme jour; & la 
fin de la séance, ils étaient 
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sans mouvement et assez déformés (examen ultramicroscopique). 
Le deuxiéme jour, il nous a 6lé impossible de déceler des trépo- 
némes, dont de rares cadavres ont été constatés encore le 
quatriéme jour, avant leur disparition compléte et définitive. 
Le quinziéme jour, il ne persistait que deux petits nodules durs 
au niveau du scrotum, dans lesquels, le dix-septi¢me Jour, 
date de la mort de l'animal, la méthode d’imprégnation argen- 
tique de Dieterlé a permis de révéler des foyers suppuratifs 
non parasités, et d'autres foyers riches en tréponémes typiques. 

Il ressort de cet essai que, grdce a un traitement pyrétogéne 
discontinu, appliqué en un seul jour, on peut, parfors, obtenir 
effet thérapeutique que lon enregistre lorsqu’on utilise plusieurs 
séances quotidiennes de vingt-cing a trente minutes (10 a 
20 séances),. 


Il nous a semblé intéressant de comparer les effets de la 
thermothérapie combinée avec !’administration de doses 4 peine 


g 
fe 


H {IIIS 


al 
‘al 
I 


Grarnique 5, — Lapin 8-T. 


thérapeutiques d’un bismuth liposoluble, & l’action spiroché- 
ticide du méme médicament utilisé &l’exclusion de l'adjuvant 
« fievre artificielle ». Nos essais sont trop peu nombreux pour 
que nous puissions en déduire des conclusions définitives; si 
nous les relatons, c’est qu’ils sont 4 rapprocher de ceux publiés 
récemment par Ch. Richet fils et Dublineau (/oc. eit.) [utili- 
sation de doses infracuratives de Novarsénobenzol Billon]. 
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Expérience. — Six lapins syphilitiques ont servia cette expérience. Tous ont 
recu, par voie intramusculaire, 0 gr. 002 Bi par kilogramme, sous forme 
d’x-carboxeéthyl-8-méthyl-nonoate basique de bismuth (Bivatol-Biliposol); de plus 
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GrapHIQuE 6. — Lapin 30-T. 


trois d’entre eux ont été soumis 4 vingt séances quotidiennes de pyréto- 
thérapie. Voici les résultats obtenus (tableau VII) [graph. 5, 6 et 7]. 


Ces résultats prouvent que l’adjonction de la pyrétothérapie 
ne parait pas modifier sensiblement les effets curatifs consé- 
cultfs a Vadministration intramusculaire de doses minima théra- 
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peutiques d'un bismuth liposuble, ted le Bivarou. En effet, l'immo- 
bilisation et la disparition des tréponémes se sont effectuées 
presque simultanément, et ilen fut de méme, & peu de chose 
pres, de la cicatrisation du syphilome scrotal. Enfin, dans les 
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Tasteau VII. 


VIRULENCE 
CICATRISATION 
des ganglions 
du chancre 
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THERMOTHERAPIB 
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deux groupes d’animaux, le systeme lymphatique périphérique 
s'est révélé exempt de virus. Il devient donc intéressant de 
préciser l’activité tréponémicide de la pyrétothérapie par les 
ondes courtes en association avec des doses sous-thérapeutiques 
de bismuth; c’est ce que nous nous proposons d’étudier pro- 
chainement. 


c) Sort des tréponémes 
unclus dans le syphilome chez les lapins sowmas 
a la thermothérapie, d apres Uétude histologigue de la lésion. 


Il nous a semblé utile de préeiser le sort des tréponémes 
inclus dans le syphilome résiduel apres le traitement pyréto- 
géne, et aussi pendant ce traitement (en pratiquant des biopsies 
a des intervalles plus ou moins réguliers). Les piéces, fixées 
au formol Merk, ont été imprégnées d’aprés la méthode de Dié- 
terlé. Voici les détails de nos observations : 


4° Ghancre résiduel. 


Lapin 23-T. — 5 séances. Examen histologique : Syphilome contenant de trés 
nombreux tréponémes typiques et des formes involutives. 

Lapin 13-R. — 8 séances. Examen histologique : Syphilome contenant de trés 
nombreux tréponémes. Ulira : absence de spirochétes. 


Lapin 14-R. — 77 séances. xamen hislologique : Syphilome typique, conte- 
nant de nombreux tréponémes. Uléra : spirochétes mobiles. 


Lapin 242-T. — 78 séances. Examen histologique : Trés grand nombre de spi- 
rochétes bien conservés et formes involutives intra-cellulaires. Ultra : rares 
cadavres. 
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Lapin 16-T. — Une seule séance de dix heures. Examen histologique : Distri- 
bution irréguliére de nombreux tréponémes. Ulira : absence de spirochetes. 


Ces protocoles mettent en évidence ce qui suit : 

1° Quel que soit le nombre des séances de thermothérapie (de 
S$ a 18), le syphilome résiduel peut encore contenir des trépo- 
nemes parfaitement imprégnables par les méthodes argentiques ; 

2° Les résultats des examens ultra-microscopiques ne con- 
cordent pas toujours avec ceux obtenus par les techniques 
d'imprégnation sur coupes, ces derniéres révélant la présence 
de nombreux tréponémes dans des conditions ot Vultra- 
microscope ne permet de découvrir que de rares cadavres. 


2° Examen pendant le traitement thermothérapique. 


Il nous a été possible de suivre, pour ainsi dire pas & pas, 
les modifications subies par le Treponema pallidum dans un 
volumineux syphilome scrotal, chez un animal soumis & 
20 séances de thermothérapie par les ondes courtes. Les pré- 
lévements ont été effectués avant le chauffage, et aprés les pre- 
mitre, troisiéme, septiéme, seiziéme et vingtiéme séances. 


Lapin 45-T. — 1° Avant le traitement : Structure typique de syphilome, 
infiltration partielle par des polynucléaires. Trés nombreux tréponémes bien 
conservés, d’autres a l’état involutif (fig. 4); 

20 Aprés une premiére séance de thermothérapie : Méme aspect, trés nom- 
breux spirochétes (fig. 2); 

3° Aprés la troisiéme séance : Structure identique; les parasites paraissent 
moins abondants (fig. 3); 

4° Apres la septiéme séance : Tréponémes assez nombreux,.avec prédomi- 
nance de formes dégénérées (irrégularité des ondulations, formation de 
‘boucles) [fig. 4]; 

5° Aprés la seiziéme séance : Syphilome trés sclérosé, riche en tissu conjonctif 
cicatriciel; les vaisseaux sont entourés de manchons monocytaires et de rares 
cellules plasmatiques: ¢a et 1a, des éosinophiles. Absence de spirochétes (fig. 5) ; 

6° Neuf jours aprés la vingtieme séance : Prolifération de lVépithélium épi- 
dermique; nodules syphilomateux riches en fibroblastes, périvascularite 
monocytaire; cellules pigmentaires et trés nombreux éosinophiles. Absence 
de tréponémes (fig. 6) ; 

7° Quarante-deux jours apres la vingliéme séance : Méme aspect scléreux du 
chancre; envahissement par des polynucléaires. Absence de tréponémes. 


Il apparait, d’aprés cette expérience, que dans certains cas, 
sous l’influence de la pyrétothérapie par les ondes courtes, les 
tréponémes conlenus dans le syphilome scrotal subissent des 
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Cc -CONSTANT 


Fic. 14. — Lapin 45-T. Syphilome avant le traitement électropyrexique. 
Nombreux tréponémes d’aspect normal. Diéterlé. Gross. : 750/41 


—, 


Fie. 2. — Lapin 45-T. Syphilome aprés la premiére séance d’électropyrexie. 
Aucune modification apparente. 
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Fic. 3. — Lapin 45-T. Syphilome aprés la ¢roisiéme séance d’électropyrexie. 
Présence de tréponémes ptus rares et légérement allérés. 


P C.CONS TANTIN 


i i és Le éance d’électropyrexie- 
. — Lapin 45-T. Syphilome apres la seplieme s ropy 
aia ere assez nombreux avec prédominance de formes dégénérées. 
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Fic. 5. — Lapin 45-T. Syphilome apres la seiziéme séance d’électropyrexie- 
Syphilome sclérosé. Absence de tréponémes. 


©. CONSTANTIN: 


Vic. 6, — Lapin 45-T. Syphilome aprés la vingtiéme séance d’électropyrexie, 
Nodule syphilomateux. Absence de tréponémes. 


- 
& 
2 
a 


ETUDE EXPERIMENTALE DE LA THERMOTHERAPIE 85 


modifications morphologiques, netlement saisissables aprés la 
septieme séance. Ces modifications se traduisent par une irré- 
gularité des ondulations, l’apparition de forme en U ou en V, 
Yenroulement des parasites en boucles plus ou moins serrées 
et leur transformation en granulations argentophiles. Apres le 
seiziéme accés de fiévre artificielle, le syphilome se sclérose et 
les parasites, devenus de plus en plus rares, disparaissent com- 
plétement. Nous avons constaté des altérations analogues dans 
le chancre d’un autre lapin (16-T), qui fut chauffé pendant dix 
heures en une seule journée, et dont le syphilome était réduit, 
le dix-septiéme jour, a l'état de petit nodule. | 

Nous conclurons de ces observations histologiques que, 
lorsque la pyrétothérapie par les ondes courtes agit ef ficacement, 
son activité curative se traduit par des altérations morpholo- 
giques du Treponema pallidum, précédant la disparition plus 
ou moins précoce du parasite au niveau de accident primitif. 
Malheureusement, cet effet n’est pas constant, puisque chez 
d'autres sujets, soumis 4 la méme thérapeutique pyrétogéne, 
les spirochétes persistent intacts dans le chancre résiduel. 


d) Effets de la thermothérapie 
par les ondes courtes appliquée pendant la période 
@incubation de la syphilis expérimentale. 


Trois séries d’expériences ont été réalisées. Dans les deux 
premiéres, nous avons eu soin de déterminer l’issue de l’infec- 
tion syphilitique chez des lapins chauffés trente minutes et 
neuf jours aprés Vinoculation du virus Truffi sous la peau du 
scrotum, en précisant l’évolution clinique de la maladie expé- 
rimentale et l’infectiosité des ganglions poplités. Dans la troi- 
siéme série, nous avons recherché le sort du greffon scrotal, 
en l’examinant du point de vue histologique et biologique 
(virulence pour d'autres lapins neufs). Voici le protocole de nos 
essais (voir tableau VIII, page suivante). 


Premiere série : Chauffage appliqué neuf jours aprés ino- 
culation. 11 séances. 

Cette premiére série comporte sept Japins soumis & la ther- 
mothérapie par les ondes courtes, neuf jours aprés la greffe 
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Tasurau VIII. 


MORT 


dans 
le syphilome 


ou sacrifié le 


NOMBRE 
de séances 
DUREE 
du traitement 
en heures 
SYPHILOME 
TREPONEMES 
RESULTAT 
de linoculation 
des 
ganglions poplités 
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Mort le 57¢ jour. 
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sous-scrotale. Les données résumées dans le tableau VIII 
montrent que si des lapins inoculés de syphilis sont soumis, 
dés le neuviéme jour, a un traitement pyrétogéne quotidien 
(11 séances), l’infection spécifique peut étre radicalement sup- 
primée (absence de syphilome et stérilité des ganglions 
poplités). Toutefois, cette stérilisation préventive n’est pas 
constante; nous ne l’avons observée, dans celte premiére série 
d'essais, que dans environ 50 p. 100 des cas. 


Deuxiéme série : Chauffage appliqué trente minutes aprés 
Uinoculation. Vingt séances. 

Cette expérience comporte cing lapins ayant subi la thermo- 
thérapie par les ondes courtes, trente minutes aprés la greffe 
sous-scrotale. L’examen des ganglions poplités n’a pu étre 
effectué que chez deux d’entre eux. Le tableau IX résume les 
résultats enregistrés. 

Les données qui se dégagent de cette expérience sont parti- 
culiérement intéressantes. Elles montrent que : 

4° Si lon considére l'apparition du syphilome scrotal, la 
prévention, réalisée par une série de vingt séances de thermo- 
thérapie, ne se manifeste que dans 60 p. 100 des cas; 

2° Ce mode de traitement peut aboutir a la création d’une 
de ces formes de syphilis inapparente, décrite par Kolle et ses 
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Tasreau IX. 


MORT 
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de séances 
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le syphilome 


ou sacrifié le 
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Sacrifié le 90¢ jour. 
Sacrifié le 90° jour. 
Mort le 54e jour. 
Sacrifié le 84¢ jour. 
Sacrilié le 84¢ jour. 


collaborateurs. Le lapin 864-T en est un exemple : absence 
d’accident primitif et virulence des ganglions poplités. 


Troisiéme série: Chauffage appliqué trente minutes aprés 
Linoculation. Etude du greffon. 

Dans cette derniére série d’essais, nous avons eu soin de 
sacrifier nos animaux du troisiéme au soixante-dixiéme jour, 
afin d’étudier le sort du greffon inséré sous la peau du scrotum, 
du point de vue de sa teneur en tréponémes et de sa virulence. 
Par ailleurs, nous avons examiné l’activité pathogéne du sys- 
téme lymphatique périphérique chez quelques-uns de nos 
lapins. Les sujets ont été soumis & cing-vingt séances de 
thermothérapie, dont la premiére a été appliquée trente 
minutes apres l’inoculation. Le tableau X résume les données 


enregistrées. 
TABLEAU X. 


RESULTAT 
de l’inoculation 
MORT 


DURER 
du traitement 


ou sacrifié le 


NOMBRE 
de séances 
en heures 
le grefion 

CHANCRE 
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Voici, par ailleurs, les résultats des examens histologiques du 
ereffon, pratiqués aprés imprégnation argentique suivant la 
méthode de Dieterlé : 


Examen histologique du greffon. 


1° Greffon de trois jours (Lapin 451-U). Greffon visible, nécrosé, envahi par 
des polynucléaires. Assez nombreux tréponémes, en partie déformés et dis- 
posés en boucles 

2° Greffon de sept jours (Lapin 448-U). — Méme aspect histologique. Assez 
nombreux tréponémes, bien conservés ou transformés en boucles. Début d’en- 
vahissement du tissu conjonclif environnant par les parasites. 

3° Greffon de douse jours (Lapin 455-U). — Greffon vascularisé, en voie d’or- 
ganisation; tout autour, des foyers monocytaires (lymphocytes et plasmato- 
cytes) a disposition périvasculaire. Présence de tréponémes. 

4° Greffon de dix-sept jours (Lapin 454-U). — Greffon envahi par les polynu- 
cléaires ; legere réaclion monocytaire périvasculaire autour de la greffe. 
Nombreux tréponémes, dont quelques-uns en voie d'involution. Pas d’envahis- 
sement. 

8° Greffon de vingt-deux jours (Lapin 456-U). — Greffon en partie nécrosé et 
envahi par les polynucléaires. A la périphérie, néoformation vasculaire avec 
périvascularite monocytaire. Trés nombreux tréponémes dans le greffon et 
envahissement du tissu réactionnel environnant. 

6° Greffons de quarante-deux et de soixante-dix jours, complétement résorbés. 
— L’aspect histologique de la lésion constatée chez le lapin 452-U, lequel, 
malgré vingt séances de thermothérapie, a contracté l'infection, est celui 
d'un syphilome typique, riche en tréponémes. 


Il ressort de l'ensemble de ces constatations, concernant notre 
troisiéme série d’essais, que l’efficacité du traitement électro- 
pyrexique se manifeste par une certaine lenteur dans I|’évo- 
lution du greffon inséré sous Je scrotum, et par un arrét de la 
pullulation des spirochétes qu’ilhébergeait au moment de l’ino- 
culation. Cela devient particuliérement frappant lorsqu’on com- 
pare les résultats exposés ci-dessus avec ceux relatés par les 
auteurs qui ont analysé le processus local pendant la période 
d'incubation chez les lapins syphilisés. [Levaditi et Yama- 
nouchi(1), Strempel et Armuzzi (2), Levaditi, Vaisman, Schoen 
et Mezger (3).| Au lieu de constater une pullulation rapide 
des spirochétes et une pénétration précoce de ces parasites 
dans les tissus de l’animal traité, on remarque, chez les ani- 
maux fébricitants, des signes de dégénérescence du tissu 


(4) Levapirt et Yamanoucat. Ces Annales, 22, 1908, p. 763. 
(2) Streupet et Armuzzi. Dermatol. Zeitschr., 46, 1926, p. 267. 
(3) Levavitr,Vaisman, “Schon et Muzcer. Ces. Annales, 50, 1933, p. 222. 
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grefflé et des germes qu'il renferme. Ceux-ci restent empri- 
sonnés dans le greffon et n’envahissent que rarement les 
foyers monocytaires qui l’encapsulent; ils finissent par dis 
paraitre, en méme temps que l'on assiste a la résorption 
intégrale de la greffe. 

Il est intéressant de remarquer que /e tissu greffé peut étre 
encore virulent vingt-deux jours aprés linoculation, et que, 
par quatre fois, chez des animaux examinés le douziéme, le 
vingt-deuxiime, le quarante-deuxiéme et le soixante-dixiéme 
jour, les ganglions poplités se sont montrés dépourvus d’activité 
pathogéne. 


Conciusions : La pyrétothérapte par les ondes courtes, appliyuée 
a des lapins pendant la période d’incubation de la syphilis 
expérimentale, agit préventivement dans une proportion de 50 
a 60 p. 100 des cas. Cette activité prophylactique se tradutt par 
des phénoménes involutifs siégeant au niveau du greffon, par 
Pabsence de syphilome scrotal et par la stérilité du systéme 
lymphatique périphérique. Il nen est pas moins vrai, cepen- 
dant, que dans beaucoup de cus les effets de cette thérapeu- 
tique pyrélogene sont nuls, et gue la thermothérapie peut par fors 
conférer a infection un caractére nettement occulte (syphilis 
inapparente). Nous sommes donc loin d’enregistrer dans ce 
domaine les résultats que l’on obtient lorsqu’on s’adresse a la 
métalloprévention {Bi, Te, ou As; c. /. les recherches de Four- 
nier et Schwartz (1), et de Levaditi et ses collaborateurs (2)]. 


e) Réactions humorales. 


Nous avons eu soin d’examiner les réactions humorales chez 
nos lapins syphilisés et soumis & la thermothérapie par les 
ondes courtes. Les méthodes employées ont été celles de 
Meinicke, de Kahn, et, parfois, celle de Vernes. IL nous 
semble oiseux d'’exposer ici les détails des résultats enregis- 
trés. L'ensemble de ces résultats nous autorise & conclure que 
souvent, sinon toujours, chez les animaux porteurs de syphi- 


lomes scrotaux riches en tréponémes, la réaction de Meinicke, 


(A) Fowrnter et Scuwartz. C. R. Acad. des Sciences, 482, 1926, p. 545. 
(2) Levaprt1, Sancuis-Bayarrt, ScHOEN et MAnIN. Ces Annales, 42, 1928, p. 103. 
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fortement positive avant le traitement pyrétogéne, finit, & la 
longue, par devenir partiellement positive, voire méme totale- 
ment négative. L’influence favorable de la thermothérapte a ondes 
courtes sur les réactions humorales nous paratt donc hors de 
doute. Remarquons, toutefois, que l'on peut observer des réci- 
dives sérologiques, malgré la guérison apparente du chancre 
et la non-virulence des ganglions lymphatiques périphériques. 


II. — Exetriences FAITES SUR LES SOURIS SYPHILISEES. 


Nos essais comportent deux séries. La premiére série a trait & 
des souris soumises & la thermothérapie, alors que leur syphilis 
inapparente datait de soirante et cent quatre-vingt-huit jours. 
La seconde comprend des animaux chauffés dés l’inoculation 
du virus syphilitique par voie sous-cutanée. 

1° Premiére série. — Pyrétothérapie des souris anciennement 
syphilitiques. 

Les animaux ont subi de cing 4 vingt séances de thermo- 
thérapie, puis ont été examinés : 

1° Du point de vue de la virulence de leur systeme lympha- 
tique périphérique et de leur névraxe (inoculation & des lapins 
neufs par voie sous-scrotale); 

2° En ce qui concerne la présence de tréponémes dans les 
glandes lymphatiques inguinales et axillaires, et, parfois, dans 
le cerveau. 

Le tableau XI résume nos constatations. 

L’ensemble des données résumées dans le tableau XI prouve 
que, sous l’influence de la thermothérapie par les ondes courtes, 
la stérilisation des ganglions lymphatiques n’a été obtenue 
que dans deux cas sur six (soit 33 p. 100), alors que celle du 
névraxe a été constatée chez tous les sujets (sept fois sur sept). 
Par contre, chez les souris témoin, non soumises A la pyréto- 
thérapie, ganglions et cerveau se sont montrés doués de pro- 
priétés pathogénes. A remarquer ce fait intéressant: ma/gré 
18 séances de chauffage subies par la souris 18-T., il nous a été 
possible de déceler des tréponémes typiques dans ses ganglions 
poplités. Toutefois, la virulence de ces tréponémes devait étre 
atténuée, puisque l’inoculation de ces ganglions & des lapins 
neufs n’a fourni que des résultats négalifs. 
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TABLEAU XT. 


EXAMEN 
histologique VIRULENCE 
Tréponémes 
NOMBRE MORTE 


de séances ou sacrifiée 


SYPHILIS DE 
du traitement 
en heures 


Ganglions 
Ganglions 
Névraxe 
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Sale 98 | U 

S. le 84° j. | ++ 
Slers4en: 

| Morte le 78¢ j. 
60 j. |Non chauflée, témoin. S. le 84e j. 
60 j. Non chauffée, témoin.| — Daleno acne 

: Morte le 193° j. 

188 j 5 0,50 Sse le cas 

Morte le 13° j. 


ottlett+!| 


188 J: 3 0,50 ee le chauflage 
188 j. 20 3,20 | S. le 222 j, 
188 j. 20 3,20 | S. le 222° j 
188 }. |Nonchauflée, émoin |] — | S. le 222e j. 


+eceo of++4+|o00| | 


+44 


2° Deuxiéme série : Pyrétothérapie appliquée sitét V'inocula- 
tion du virus syphilitique effectuce par vote sous-cutanée. 

Dans cette série d’essais, la thermothérapie a été utilisée de 
trenle minutes 4 une heure aprés l’inoculation du virus syphi- 
litique sous la peau du dos. L’examen des animaux a été pra- 
tiqué par les mémes méthodes que dans la série précédente. Le 
tableau XII résume nos observations. 

Les données consignées dans le tablean XII, et celles fournies 
par une seconde série d’essais (1), permetient de formuler les 
conclusions suivantes : 

1° Malgré 20 séances de chauffage quotidien, les ganglions 
périphériques des souris soumises a la thermothérapie par les 
ondes courtes, sitét [inoculation du virus syphilitique par votre 


(1) Cette seconde série d’essais comporte six souris ayant subi 20 séances 
de thermothérapie générale, dont la premiére a été appliquée sitot Vinocula- 
tion du virus par voie sous-cutanée. Trois autres souris ont servi de 
témoins. Tous les sujets ont été sacrifiés le vingt-septi¢me jour. Voici les 
résultats obtenus : alors que les ganglions lymphatiques et le cerveau des 
animaux non chauffés se sont montrés constamment virulents pour le lapin, 
cette virulence gaoglionnaire et cérébrale a été observée que chez quatre 
des six souris soumises 4 l]’électropyrexie. 
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TasLeau XII. 


EXAMEN 
histologique | VIRULENCE 

Tréponémes 
MORTE 
SYPHILIS DE 


SOURIS 


ou sacrifice le 


DUREE 
de traitement 
en heures 
Névraxe 


Ganglions 


71-A 5 jours. 
AT4-A 10 jours. 
ATT-A 42 jours. 
472-A 43 jours. 
AT3-A 20 jours 
175-A 20 jours. 
4710-A 20 jours. 
478-A 20 jours. 
184-A |Témoin non chauflée. 
185-A | Témoin non chautlée, 


Morte le 5e j. 
Morte le 11¢ j. 
Morte le 12¢ j. 
Morte le 14¢ j. 
Morte le 138 j. 
Morte le 137¢ j 
Sacrifiée le 100¢ j. 
Sacrifiée le 100° j. 
Sacrifiée le 100¢ j. 
Sacrifiée le 100¢ j. 
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sous-cutanée, peuvent contenir des tréponémes typiques, parfors 
en tres grand nombre ; 

2° Le systéme lymphatique périphérique, de méme que le 
névraxe de tels animaux traités, peuvent étre virulents et con- 
férer un syphilome typique a des lapins neufs. 

Il en résulte que la pyrétothérapie par les ondes courtes 
semble plus efficace chez les souris anciennement syphilitigques 
que chez les anmaux de la méme espéce chauffés sitét aprés 
Pinoculation du virus sous la peau. Retenons cette constatation ; 
elle nous servira 4 élucider le mécanisme d'action de la ther- 
mothérapie dans les maladies infectieuses expérimentales. 


XI. — Considérations générales. 


Nous avons essayé de condenser dans ce Mémoire les résul- 
tats de nos expériences concernant les effets thérapeutiques 
de l’électropyrexie par les ondes courtes, dans quelques 
maladies infectieuses expérimentales aigués ou chroniques, 
provoquées par des spirilles, des spirochétes, des protozoaires, 
des bactéries, et surtout dans la syphilis du lapin et de la souris. 
Certes, malgré leur nombre et leur précision, nos essais n’auto- 
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risent pas de conclusions définitives, en ce qui concerne la 
valeur thérapeutique du nouveau mode de traitement, et surtout 
le mécanisme de son activité curative. ll est permis, néanmoins, 
de se faire une opinion provisoire, en attendant des recherches 
complémentaires. 

Il est certain que les radiations a ondes courtes agissent cura- 
fivement dans certains processus infectieux. Elles réalisent soit 
la guérison définitive, soit, tout au moins, la transformation de 
la maladie aigué en une forme lentement évolutive, manifes- 
tement chronique. Tel est le cas, par exemple, de la Toxoplas- 
mose du lapin, provoquée par le Toxoplasma cuniculi (Splen- 
dore), ou de la maladie de Nicolas et Favre expérimentale de la 
souris (encéphalite lymphogranulomateuse). Par contre, dans 
les infections aigués et promptement mortelles, engendrées par 
des spirilles (spirochétose des poules), des trypanosomes (Tryp. 
evansi), ou des ultravirus (rage, herpés), les effets de la thermo- 
thérapie sont, pour ainsi dire, nuls. 

Reste la syphilis. Ict, Vactivité curative et surtout préventive 
de la pyrétothérapie est hors conteste. Cette activité se traduit 
par la guérison assez rapide de l’accident primitif, par la dis- 
parition des tréponémes qu’il renferme, par les modifications 
morphologiques du parasite spiralé, par la stérilisation des 
ganglions lymphatiques et du névraxe, enfin, par la négativa- 
tion fréquente des réactions humorales. Malheureusement, ces 
effets thérapeutiques et prophylactiques sont loin d’étre cons- 
tants. A peine peut-on prévenir l’infection tréponémique du 
lapin chez 50 4 60 p. 100 des sujets; nombreux sont donc les 
cas ol cette méthode pyrétogéne échoue. Ce qui est frappant, 
c’est de constater que chez certaines souris syphilisées, malgré 
application d’un assez grand nombre de séances de thermo- 
thérapie, les ganglions lymphatiques continuent 4 renfermer 
des tréponémes parfaitement décelables sur coupes et nette- 
ment virulents. 

Il est donc hors conteste qu'un facteur individuel intervient 
pour orienter dans un sens ou dans l'autre l’activité curative ou 
préventive de la thérapeutique pyrétogéne. On réussit ou lon 
échoue, suivant l’individu traité, suivant le moment ot l'on 
intervient, en somme suivant la phase du processus morbide 
prise en considération. De 1a se dégage ce principe fondamental, 
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applicable tout au moins aux maladies étudiées par nous, a 
savoir que des radiations a ondes courtes, et trés probablement 
la thermothérapie générale, agissent non pas directement, en 
supprimant Uactivilé pathogéne de l’agent provocateur de la 
maladie, mais indirectement, par l'inlermédiaire de Vorganisme 
gui héberge cet agent. La thérapeutique pyrétogéne factlite la 
stérilisation, ou la provoque, en augmentant lef ficacité défensive 
des moyens humorauz ou cellulaires que lorganisme met en jeu 
lors de la guérison spontanée. En cela, elle ne différe pas de la 
chimiothérapie. En effet, les recherches modernes tendent & 
confirmer de plus en plus la conception formulée dés 1908 par 
Levaditi et ses collaborateurs (1), & savoir que les médicaments 
chimiothérapiques, tels l’arsenic, le bismuth, ou le tellure, 
pour ne parler que de la syphilis, jouent le réle de catalyseurs 
a l’égard des principes qui assurent la destruction du germe 
et la stérilisation tissulaire, lorsque celles-ci surviennent en 
dehors de tout traitement. Les études concernant le réle du 
tissu réticulo-endothélial dans la chimiothérapie, le récent 
travail, si documenté et si instructif de Dustin (2), les expé- 
riences de Levadili, P. Lépine et M'* Howard (3), ayant trait & 
Vefficacité de certains médicaments antisyphililiques suivant 
la phase du processus morbide, etc., confirment le principe 
formulé ci-dessus. 

Or, il semble en étre de méme du mécanisme d’action de la 
pyrétothérapie. L'importance du facteur individuel, de ]’allure 
générale de la maladie, du moment ov l'on applique la cure 
pyrétogéne, constituent aulant de preuves en faveur de notre 
thése. En résumé, si dans la syphilis expérimentale le chancre 
guérit et les ganglions ou le névraxe se stérilisent sous 
Vinfluence des radiations & ondes courtes, ce n’est certes pas 
pour l'unique raison que ces radiations déterminent une élé- 
vation de la température tissulaire, incompatible avec la vita- 
lité des tréponémes, mais plutdt parce que la thermothérapie 
« donne un coup de fouel » a l’ensemble des moyens défensifs 
dont l’organisme dispose normalement. La chaleur est, sans 


(1) Levapiti. Ces Annales, 23, 1909, p. 604; Levapiizet Nicotau. C. A. ‘Acad. des 
Sciences, 176, 1923, p. 1189; Ces Annales, 38, 1924, p. 179. 

(2) Dusvin. Bruxelles médical, 13, 1933, p. 1035 

(3) Levaprtt, Levine eb M'* Howann. C. &. Soc. de Biologie, 100, 1929, p. 1068. 
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doute, un des facteurs agissants, mais elle n’est pas tout. 
D'autres éléments curatifs interviennent, éléments que nous 
ignorons, mais que des investigations physiologiques, et sur- 
tout physiques, permettront de découvrir un jour. D’Arsonval 
l’'a nettement affirmé a la réunion qu'il a présidée récemment, 
avec toute l’autorité qu’on lui reconnait dans le domaine de 
lélectrothérapie, domaine qu‘il a illustré par tant de belles 
découvertes (1). 

Quot qual en soit du mécanisme de lactivité préventive et 
curative de la pyrétothérapie par les ondes courtes, un fait est 
certain : cetle activité est loin de valoir celle des médicaments 
antisyphilrtiques utilisés dans un but thérapeutique ou préventif, 
tels arsenic, le bismuth, Cor, le tellure ou le mercure. 

Bien entendu, ces conclusions ne concernent que |’électro- 
pyrexie générale par les ondes courtes, et nullement les résul- 
tats que lon pourrait obtenir par une action thermogéne 
s’exercant directement sur les lésions spécifiques. 
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RECHERCHES SUR LE LATEX 
DE L’ARBRE A LAQUE DU CAMBODGE 


(Melanorrhoea /accifera Pierre), 


par MM. Gasrisn BERTRAND et Georcrs BROOKS. 


Les sucs laiteux retirés des arbres 4 laque du Tonkin, de la 
Chine et du Japon ont déja fait l’objet de nombreuses recherches 
de laboratoire. On sait aujourd’hui quils proviennent de deux 
espéces d’Anacardiacées : le Rhus vernicifera D. C. et le Rhus 
succedanea Linné fils. 

Ces latex ont une composition chimique différente, mais trés 
voisine. Dans l'un comme dans l’autre se trouve en abondance 
une substance oléagineuse, appartenant au groupe chimique 
des orthodiphénols; c’est le laccol dans le cas de l’arbre a laque 
du Tonkin (R. succ.), Purushiol dans le cas des arbres & laque 
de la Chine et du Japon (R. vern.). Cette substance est émul- 
sionnée, & |’état naturel, dans une solution gommeuse épaisse 
contenant un catalyseur d’oxydation, la laccase. 

Quand le latex est exposé & lair, la laccase fixe l’oxygéne 
sur la substance oléagineuse et la transforme en une matiére 
noire, trés résistante aux agents physiques et chimiques, a 
laquelle les objets laqués doivent leurs qualités bien connues. 

La laccase ne peut agir sur la substance oxydable que lors- 
qu'elle est en solution aqueuse; c’est pourquoi la transforma- 
tion du latex en laque, qui exige un certain temps, doit étre 
réalisée en atmosphére humide. Dans l’air sec, la solution gom- 
meuse s’évaporerait avant que la transformation soit complete. 

On connait moins le latex originaire de la région du Siam et 
du Gambodge. Ce latex est de consistance crémeuse, comme les 
précédents, mais d’une coloration trés marquée, rouge, brune 
ou méme noire, qui le différencie & premiére vue. Il provient 
dailleurs d’arbres du genre Melanorrhoea et non d’arbres du 
genre Rhus [1]. 

[l existe plusieurs espéces trés voisines de Melanorrhoea : te 
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latex ou laque de Burma, appelé thitsi, est tiré du M. usitata 
Wall, la laque du Cambodge, connue sous le nom de moréac, 
est tirée du M. laccifera Pierre. 

La laque de Burma a été examinée une premiere fois par 
Puran Sing, en 1909; d’aprés cet expérimentateur, elle renfer- 
merait, comme principal constituant, une substance identique 
a Vurushiol [2]. R. Majima en a repris l'étude, il y a une dizaine 
d’années. Selon lui, la substance principale ne serait pas de 
Yurushiol, mais un isomére de position du laccol, ayant les 
deux oxhydryles phénoliques en 2 et en 3 par rapport ala chaine 
latérale, au lieu de 1 et 2. Aussi |’a-t-il appelé d'un nouveau 
nom, celui de thitsiol {3}. 

Les recherches dont nous donnons aujourd’hui les premiers 
résultats ont porté sur un échantillon de laque du Cambodge 
qui nous a été procuré par |’ Agence générale des Colonies, sur 
lintervention de M. le professeur Heim de Balsac. Cet échan- 
tillon devait provenir du Melanorrhoea laccifera (4). 

Cette laque était de consistance épaisse, de coloration foncée, 
gris brundlre, et d’une odeur assez désagréable, rappelant 
V’huile rance et la matiére fécale de chat. La couche supérieure, 
en contact avec l’air, était rouge-noire, la teinte rouge étant 
surtout visible en examinant les bords amincis par transparence. 

La coloration et l’odeur mises a part, notre échantillon de 
laque du Cambodge se comportait presque exactement de la 
-méme maniére que les laques mentionnées au début de ce tra- 
vail, soit quand on |’étalait en couche peu épaisse, sur des 
planchettes, comme dans I’opération du laquage, soit quand on 
le traitait par l’alcool, ainsi qu'il a été décrit autrefois par l’un 
de nous, pour en étudier la composition [5]. 

Le traitement par l’alcool a permis, en effet, de séparer du 
latex deux substances principales : une sorte de gomme, pos- 
sédant toutes les propriétés de la laccase, et une substance oléa- 
gineuse ayant, au premier examen, les caractéres physico-chi- 
miques du laccol. 

La gomme et la laccase sont naturellement dissoutes dans 
une quanlilé d’eau représentant 4 peu prés le tiers en poids du 
latex. Lorsqu’on délaye peu 4 peu ce dernier dans quatre a cing 
fois son volume d’alcool & 95°, la gomme se précipite avec la 
laccase, des sels, des débris d’écorce et une petite quantité de 
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produit noir insoluble qui résulte de l’oxydation inévitable 
d’une partie du latex. Pour séparer les principes constitutifs de 
la sécrétion végétale, on centrifuge, on lave le précipité a 
l’alcool, puis on le fait macérer dans l’eau qui redissout la 
comme, la lacease et les sels. On centrifuge de nouveau : les 
débris d’écorce et le produit noir restent au fond du vase; le 
liquide décanté est fillré, puis additionné d’alcool. On recueille 
le dépét gommeux par centrifugation et on le met asécher dans 
le vide, sur l’acide sulfurique. Sans approfondir si ce dépét est 
Ja substance oxydasique elle-méme ou un mélange de gomme 
et de substance oxydasique, nous lui appliquerons, pour sim- 
plifier, le nom de laccase, ainsi qu'il a déja été fait & propos 
de la laque du Tonkin [6]. Le rendement s’est élevé a 
2 4/2 p. 100 du latex et il est resté 5 & 6 p. 100 des débris 
@écorce et de produit noir insoluble. 

Quant au liquide hydro-alcoolique provenant de la premiére 
précipitation du latex, on le concentre par distillation au bain- 
marie dans le vide; on reprend le résidu par un peu d’eau et 
de l’éther : Peau retient une petite quantité de sucre réducteur 
(glucose) et de sels, l’éther s’empare de la substance oléagi- 
neuse. On sépare les deux couches par décantation dans une 
allonge a robinet. En distillant l’éther, la substance oléagi- 
neuse reste comme résidu. Elle est constituée surtout par un 
principe immédiat nouveau que nous désignerons sous le nom 
de moréacol, pour rappeler a la fois son origine et sa parenté 
avec le laccol et lurushiol. Le moréacol brut représente de 55 & 
60 p. 100 du poids du latex. 

En déduisant les débris d’écorce pour ne tenir compte que 
des substances constitutives du latex, on trouve que celui-ci 
posséde, en nombres ronds, la composition suivante : 


GAUL oye Ree RO CME TON Sie ah 5 suka a tare 36 p. 100 environ. 
Gomme xeUdactaserases 2 he ee ered oye 3 _ 
Mownebl braiai spe monets seeker ee are eee 590 — 
Glucose, matiéres organiques et minérales. 2 — — 
La Laccase. — La laccase de Melanorrhoea posstde, comme 


nous l’avons dit plus haut, toutes les propriétés de la laccase 
de l’arbre & laque du Tonkin. 
C’est ainsi qu'elle donne avec lorcine Ja réaction colorée des. 
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pentoses [7] et quelle est transformée en sucres réducteurs 
par hydrolyse acide (aprés une demi-heure de chauffage au 
bain-marie bouillant avec de l’eau renfermant 5 p. 100 d’HCI, 
elle a fourni les deux tiers de son poids de sucres réducteurs 
évalués en glucose). 

D'autre part, elle bleuit l’6mulsion de résine de gayac, trans- 
forme l’hydroquinone en quinhydrone, le pyrogallol en pur- 
purogalline, le gayacol en tétragayacoquinone, par fixation de 
loxygene atmosphérique. Elle perd cette propriété catalytique 
lorsqu’elle a été portée, en solution aqueuse, pendant quelques 
minutes a ]’ébullition. 

Son pouvoir oxydasique est élevé ‘ 0 milligr. 05 ajoutés a 
10 cent. cubes de solution aqueuse de gayacol au 1/100 pro- 
voquent déja aprés trente 4 quarante minutes l’apparition d'un 
précipité de tétragayacoquinone [8]. 

A lanalyse, cette préparation de laccase a donné les chiffres 
suivants : 


| SUH Sohn Eee, ook eta ta isl 1 65 ime bt ae Seo ae a 10,80 p. 100 
Ae OCONEE aT Mae hei SE tLe Werks dys. bis atys| Shest Gres Syd © 1,68 — 
CRNGNRES Gk a To aaa tees cee, WU ees One ee 3 — 
Manganéses(des cendres). a... 3 oe ws ks 0,48 — 

Le moréacot. — C’est un liquide épais, insoluble dans l’eau, 


a la surface de laquelle il surnage, soluble, au contraire, en 
toutes proportions dans l’alcool, 1’éther, l'acétone, le benzéne, 
le chloroforme, etc. A l'état brut, i] est de couleur grenat foncé 
et exhale l’odeur désagréable du latex. 

Ses réactions générales sont celles du laccol. Il s’oxyde énergi- 
quement a l’air en présence de la soude, en se colorant et se rési- 
nifiant. Sa solution alcoolique, additionnée d’un peu de soude, 
absorbe l’oxygéne et se colore successivement en vert, en brun, 
puis en noir; additionnée de perchlorure de fer étendu, elle 
donne une coloration verte, virant au rouge violet par le car- 
bonate de sodium. La solution alcoolique réduit le nitrate 
d’argent ammoniacal et donne avec l’acétate de plomb un pré- 
cipité blanc devenant bleuatre. 

Ce sont 1a des réactions communes & beaucoup d’orthodiphé- 
nols, parmi lesquels le moréacol se range avec le laccol et 
Vurushiol. 
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L’étude du moréacol présente les mémes difficultés que celle 
de ses congénéres du genre Rhus : non seulement il est trés 
altérable a l’air et a Ja chaleur, mais il possede aussi des pro- 
priétés rubéfiantes qui en rendent le maniement pénible. 

Nous l’avons tout d’abord purifié en le distillant sous pression 
réduite. En nous aidant d’un séparateur [9], nous avons obltenu 
apres deux tours de distillation sous 0 mm. 5, avec une faible 
rentrée de gaz carbonique, un liquide passant, & la vitesse de 
III gouttes par seconde, entre + 242° et + 230°, et cela, dans 
la proportion de 45 p. 100 du produit brut {10}. Ce liquide était 
trés faiblement coloré en jaune citron. Nous avons déterminé 
aussil6t sa densité et son indice de réfraction. Nous avons trouvé: 


Dig? = 0 9874 nay = 1,527T. 


Le moréacol, enfermé dans des tubes scellés sous vide et 
placé dans la chambre froide, se prend complétement en une 
masse cristalline blanche, dont le point de fusion, déterminé 
comme pour le laccol [14], est silué a + 28°. Abandonné au 
contact de lair, surtout a l'état fondu, il se colore assez rapide- 
ment en rouge acajou, puis en brun rouge. 


DiacétyLmoréacot. — Pour mettre en évidence les deux fonc- 
tions phénoliques du moréacol, nous l’avons trailé par l'anhy- 
dride acétique, dans les conditions décrites antérieurement au 
sujet du laccol [42)j. Par rectification sous pression réduite & 
0 mm. 2-0 mm. 3, nous avons obtenu un produit passant sans 
décomposition, 4 la vitesse de II] gouttes 4 la seconde, entre 
+ 233 et + 240°. Le rendementa atteint 70 p. 100 de la théorie. 

C’est alors un liquide & peine teinté de jaune citron, ne bru- 
nissant pas 4 l’air. Maintenu dans une chambre refroidie entre 
+ 2° et + 3°, il est resté liquide, méme aprés une année. La 
détermination de sa densilé et de son indice de réfraction a 
conduit aux chiffres suivants : 


Daz = 0,9957 n23° = 4,4958. 


En solution alcoolique, il n'est pas colorable par le perchlo- 
rure de fer, ce qui montre que l’acétylation a été complete. Le 
dosage des groupes acétyles a donné comme résultats : 
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POLDS NaOH n/10 helehe 


ANALYSE de substance emp'oyée sceaaie 
en grammes en cent. cubes 
p- 100 
Le ee Rietet TNE cate nb el O50 Dard 27,60 
DLS. Gt Aegean | itd ee Mig Maree Bs 0,104 4,7 Qieoe 


Ces chiffres correspondent & un dérivé diacélylé de formule 
C#H™(OCOCH?*)?, donnant & I’hydrolyse 28,03 p. 100 d'acide 
acétique. 


TérRanypROMORKacoL. — Nous avons soumis le moréacol a 
lhydrogénation catalytique. En opérant sur 25 grammes de 
produit rectifié dans le vide, dissous dans 50 cent. cubes d’alcool 
absolu et en présence de 2 grammes de noir de platine, nous 
avons constaté une absorption d’environ 4 litres dhydrogéne, 
la théorie exigeant 3 lit. 1/4 pour une fixation de 2 H®. Aprés 
filtration du noir de platine, le tétrahydromoréacol cristallise 
en masse par simple évaporation de la solution alcoolique. I 
distille facilement entre + 280 et + 290°a la pression de 12 a 
14 millimétres, et recristallise, par condensation de'sa vapeur, 
en une masse incolore. Cette masse soumise a des cristallisa- 
tions dans le xyléne, puis dans |’éther de pétrole, se transforme 
en paillettes légéres et brillantes, fusibles au bloc Maquenne 
a + 95°3. 


‘DiacétryLréTRAHyDROMOREACOL. — Le corps précédent a été 
soumis & l’action de l’anhydride acétique et le produit acétylé 
a élé purifié par fractionnement avec de l’alcool méthylique. 
Nous avons obtenu les résultats ci-dessous : 


FRACTIONS TEMPERATURE  SOLUBILITE Anak 
‘ en degrés p- 100 en degrés 
= LCRA CD AS: ee A ee + 18 0,92 51 -52 
1d hh, ee oe cee ae 48,5 0,69 54 -55 
NUTR tees) Samer eet ony come easy ey Ae 0,36 65 -66 
LI ies Se Es oe ne ce Om 19 0,47 69 -70 
NV aE Or pas cise cars 8 en ona as. Fe 18 0,47 70,9 
WAI. - hot ine pee mi rae eo ent Ceoiinn Baer 20 0,17 70,5 


Les trois derniéres fractions, réunies et cristallées, ont fourni 
des pailleties nacrées, fondant, au tube capillaire, 4 la tempé- 
ralure corrigée de + 70°5. 


st 
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Le dosage des groupes acétyles a donné, pour deux opéra- 
tions : 


POIDS NaOH 7/10 eeseas 
; loyé 
ANAL Se Se ee. Succauteounes Serre 
eS: : p. 100 
uf PSC Been oboe ee 0,205 9,32 27,86 
Thy) lth, aah ae 0,208 9,6 27,69 


Le calcul indique, pour un diacétyltétrahydrolaccol de for- 
mule C*H*(OCOCH*):, 27,90 p. 100 d’acide acétique. 
Nous croyons pouvoir conclure de ces premiéres expériences 


a 


sur le latex de l’arbre a laque du Cambodge que la composition 
immédiate et les propriétés générales de ce latex sont tres voi- 
sines de celles des latex des arbres 4 laque du genre Rhus, 
mais que la substance oléagineuse & fonction phénolique qu’il 
renferme est différente. Tandis que le laccol posséde, d’aprés 
nos recherches [43], la formule : C°H?(OH)*C*H”, le moréacol 
renfermerait un groupement CH? en plus, et aurait, par consé- 
quent, la formule : 
CsH(OH)*C4H* 
ou la formule : 


Hite _/oe 
hat tae! \cusHq??, 


Etant donné que l’existence de la chaine linéaire en C" n'a 
pas encore été démontrée dans les principes iminédiats [14], il 
est probable que c’est plutdt la derniére formule qui correspond 
au moréacol. 
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SUR LA NUTRITION DE QUELQUES CHAMPIGNONS 
SAPROPHYTES ET PARASITES 


par Micnet VOLKONSKY. 


(Laboratoire de Protistologie de l'Institut Pasteur.) 


Introduction. 


Nous avons donné précédemment (Volkonsky, 1932 a et 6, 
1933 a) les résultats de nos recherches sur la nutrition d'un 
Saprolegnia indéterminé provenant du laboratoire du profes- 
scur Guilliermond. Rappelons briévement que le trait le plus 
caracléristique de la physiologie de cet organisme consiste en 
son inaptitude 4 réduire les sulfates : son développement n'est 
possible qu’en présence de soufre organique (cystéine) ou de 
sulfures. Ce caractére l’oppose a tous les végétaux Jusqu’ici 
étudiés a ce point de vue, ce qui nous a conduil a isoler notre 
champignon, d’entre les organismes haplomésotrophes (\) 
(auxquels il se rattache par sa nutrition carbonée et azotée) 
dans une subdivision nouvelle des haplomésotrophes N.-S. 
(organismes ne pouvant assimiler l’azote et le soufre a partir 
de leurs oxydes maxima : NO*H et SO‘H’). Une fois ces pre- 
mitres données acquises, il étail important d’établir extension 
de I’haplomésotrophie N.-S. (ou de la parathiotrophie) chez les 
champignons et de voir si ce caractére était lié & un groupe 
systématique ou sil réapparaissait dans des groupes différents 
en rapport avec un mode de vie donné. Etant donné que la 
seule souche étudiée avait élé entretenue en culture pendant 
plusieurs années dans des conditions trés différentes des 
naturelles, l’hypothése ne pouvait étre exclue a priori que 
ses caracléres particuliers n’étaient que la conséquence d’une 
sorte de « domestication » du micro-organisme. 


(1) Voir la classification physiologique des micro-organismes de A. Lwoft 
(1932). 
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C’est pour répondre & toutes ces questions que nous avons 
entrepris disoler et d’identifier un certain nombre d’especes 
de Saprolégniacées. L’étude du pouvoir de synthése de ces 
souches nouvelles constitue la premiére partie de ce mémoire. 
La deuxiéme partie est consacrée & l'étude d’un certain nombre 
d’autres champignons. 

Le pouvoir de synthése des champignons est connu d’une 
fagon assez inégale : tandis que certaines espéces (surtout 
parmi les Mucorinées et les Mucédinées) ont servi & d’impor- 
tantes études physiologiques, la physiologie d’autres espéces 
— parfois de familles entiéres — n’est connue que de la facon 
la plus sommaire. Depuis Raulin, on sait que certaines moi- 
sissures se développent parfaitement dans un milieu od le seul 
aliment organique est constitué par un glucide, l’azole élant 
fourni sous forme nilrique (nous rangeons ces organismes 
dans les « haplomésotrophes sensw stricto »). D'autres ont 
besoin dazote ammoniacal (« haplomésotrophes N »). Mais 
dans tous les cas le soufre peut étre fourni sous forme de sul- 
fates. Ce n’est done pas parmi les moisissures saprophytiques 
banales que nous avions des chances de retrouver des orga- 
nismes parathiotrophes. Nous les avons recherchés parmi les 
espéces parasites. Dans la physiologie d'un organisme parasite. 
on peut, en effet, prévoir l’existence de deux sortes de carac- 
teres’; 

4° Des caractéres permettant la vie parasilaire. Il s’agit 1a, 
avan! tout, de caracléres permettant au parasite de résister aux 
moyens de défense de l’héte. Un organisme pourvu de ces 
caracléres devient un parasite accidenlel. C’est le cas des Asper- 
gillus et des Penicillium banaux qui peuvent accidentellement 
causer des infections. La, nous sortons du cadre des problémes 
envisagés dans le présent travail. 

2° Des caractéres réduisant lorganisme au mode de vie para- 
sitaire. La perte d’une fonction physiologique peut, en effet, 
avoir pour conséquence de réduire un organisme au parasi- 
lisme (1). C'est pourquoi nous nous sommes demanidé dans 
un travail antérieur \Volkonsky, 1932 6) si la parathiotrophie 


(1) C’est, par exemple, le cas des Trypanosomides, qui sont réduils a la 
vie parasitaire par perte du pouvoir de synthése du pigment respiratoire, 
ainsi que l’ont démontré M. et A. Lwoff (1932-33). 
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de Saprolegnia, parasite éventuel, n’était pas un terme de pas- 
sage vers une « dégradation physiologique » probablement plus 
poussée des champignons parasites vrais. Nous nous sommes 
done adressé & un certain}nombre d’espéces parasites, choisies 
dans des groupes dilférents. 

Les résultats de nos recherches concernant |’assimilation 
des sulfates ont été résumés dans une note préliminaire (Vol- 
konsky, 1933). Nous y indiquons que, parmi toutes les espéces 
étudiées, seules les Saprolégniacées n’assimilent pas les sul- 
fates. Les Saprolégniacées « parathiotrophes » sont opposées 
aux autres champignons « euthiotrophes ». 


Marche des expériences. 


Comme dans nos recherches antérieures, nous nous sommes 
servi de milieux gélosés pour l’entretien et l’adaptation des 
souches, de milieux liquides pour les expériences définitives. 

La solution minérale suivante nous a servi de base: 


Eau hidistillée, em eent. cubes... ...... 1.000 
PO, Kain uc ant ae st dae ee eee Ee eae 0,4 
CUMS 3.55, 15 ig cal fas tee ea 0,1 
Bis St facie taal oh ean oi oy eg ne en re Traces 

ING OUR 6! 51 Eee totes Noe San ne Re ON Ser pHi——-0 


L’aliment carboné et azoté a 616 ajouté & cette solution & la 
dose de 1 & 2 grammes par litre. Cette concentration s’est tou- 
jours trouvée suffisante pour assurer un développement satis- 
faisant des cultures, sauf dans un cas (celui des Phytophtora), 
pour lequel nous avons été obligé d’employer des solutions 
cing a dix fois plus riches en substances organiques. Le soufre 
a élé fourni sous forme de cystéine (0 gr. 05 par litre) ou de 
SO.K, (0 gr. 4 par litre). 

Nous sommes toujours parli de souches cultivées sur milieu 
de Sabouraud. Pour connailre grosso modo le pouvoir de syn- 
thése d’une espéce donnée, le problaéme consistait, dés lors, 
a établir : 1° si son développement pouvait avoir lieu en pré- 
sence d'un corps azoté unique, comme un acide aminé, un sel 
ammoniacal, un nitrate (mésotrophie) ; 2° si un corps organique 
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azoté (peptone, acide aminé) pouvait assurer leur nutrition 
carbonée (haplotrophie); enfin, 3° si le soufre pouvait étre 
fourni sous forme de sulfates, ou si, au contraire, un corps sul- 
furé organique (cystéine, cystine) était nécessaire au dévelop- 
pement (parathiotrophie). Puisque ce sont les glucides qui 
constituent, en général, le meilleur aliment carboné pour les 
champignons, et puisqu’il peut exister une corrélation entre la 
fermentation des glucides et l'utilisation des sources d'azote 
et de soufre, il était. nécessaire d’établir, avant tout, la nature 
des glucides fermentescibles pour chaque espéce donnée. 

Nous avons étudié la fermentation des 17 glucides suivants : 

Triols : Glycérine. 

Tétriles : Erythrite. 

Hexites : Sorbite, mannite, dulcite. 

Pentoses : Xylose, arabinose. 

Méthylpentoses : Rhamnose. 

Hexoses': Glucose, lévulose, galactose. 

Hexohiases : Maltose, saccharose, lactose. 


Hexotrioses : Ra(ffinose. 
Polysaccharides : Dextrine, amidon soluble. 


Les champignons sont d’abord ensemencés dans 17 séries de 
tubes, sur milieu solide peptoné et additionné des 17 glucides 
étudiés, ce premier ensemencement ne servant qu’a la purifi- 
cation et & l’adaptation. Un deuxiéme repiquage est effectué 
ensuite a partir de ces premiers tubes sur les mémes milieux, 
mais additionnés de teinture de tournesol. Les cultures sont 
examinées toutes les quarante-huit heures. Nous décelons ainsi 
Vacidification sur milieux solides. A partir de cette série, un 
dernier repiquage est effectué dans des tubes contenant les 
mémes milieux tournesolés, mais cette fois non gélosés et 
munis de petits tubes de Besson. Notons que nous n’avons 
jamais observé de dégagement de gaz avec aucune des espéces 
étudiées. Toutefois, les concentrations en glucides utilisées 
(1 ou 2 grammes par litre) ne pouvaient nous permettre de 
déceler que les fermentations gazeuses les plus intenses. 

L’alanine s’étant révélée comme un corps azoté trés favo- 
rable au développement de Saprolegnia sp., c'est elle que nous | 
avons choisie comme amino-acide type. L’ammoniaque a été 
fournie sous forme d’acétate el l'acide nitrique sous forme de 
NO,K. 
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Le soulre a 616 fourni soit sous forme de chlorhydrate de cys- 
téine, soit sous forme de SO,K,. 

Pour |’étude de l’assimilation de l’azote ou du soufre, nous 
avons toujours comparé le développement, obtenu en présence 
du corps azoté ou sulfuré étudié, avec le développement obtenu 
— d'une part — en présence d’un corps reconnu comme pou- 
vant servir de source de soufre; d’autre part, en l’absence de 
tout corps azoté ou sulfuré. Un premier repiquage dans un 
milieu liquide exempt d’azote ou de soufre donne lieu & une 
légére « croissance résiduelle » et le champignon peut généra- 
lement élre repiqué. Par contre, tout développement s’arréte 
au deuxiéme repiquage dans le milieu alimentaire incomplet. 
Si un ensemencement effectué avec le mycélium « résiduel » 
donne lieu & un développemeat dans un milieu ot le soufre et 
azole sont fournis sous forme de corps X, nous admettons que 
ce corps X peut servir de source de soufre ou d’azote. Si le 
développement n’a pas lieu, nous admettons que le corps X 
n’est pas assimilé. 

Pour fixer les idées, prenons l’exemple des nitrates et des 
sulfates. Nos expériences prennent alors l’aspect suivant : 


Nitrate. 
A B 
Milieu repiquages repiquages 
a fer ae ge ler Qe : a Se ie 
INEM) soa co a eo es Porat: +44 yrttt+ +++ 
ve 
INGO. Gls cha 2 a Ne ue cai) pore eerewer: aie a 
s \ Y 
Pas azote: St vat pees eol s Te Nee oS 5 
Sulfate. 
C Db 
Milieu repiqirg es repiquages 
ez {er je) 3e {er %e fii Be 4e 
Cystéine... «+--+ teste ate States CaaS (eae este 
X bes ‘ we 
Sulfate: eee Nort Gai ee See ta SNe 
~< Y 
Pas de soufre. N=> 0 NEE aR 


+++, développement abondant; ++, développement moyen; +, dévelop- 
~pement médiocre; 0, développement nul 


Nous admettons que les nilrates sont assimilés dans B, qu’ils 
ne le sont pas dans A; que les sulfates sont assimilés dans D ct 
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qu ils ne le sont pas dans C. Pour l'étude de l’assimilation des 
nitrates en présence de cystéine (contenant elle-méme de 
lazote assimilable), nous avons été obligé de procéder « par 
différence », comme dans notre travail antérieur (voir : Vol- 
konsky, 1933 a, p. 15-46). Nous avons insisté antérieurement 
(Volkonsky, 1933 6) sur les précautions qu'il fallait prendre 
pour obtenir un arrét complet du développement dans un milieu 
exempt de soufre. 


Toutes les expériences ont été poursuivies & la température 
du laboratoire. 


I. — Saprolégniacées. 


1. — IsoLemeytT ET IDENTIFICATION DES SOUCHES. 


Pour l’isolement, on peut partir du mycélium non fructifié 
de la Saprolégniacée. Il faut alors tenir compte de trois sortes 
d’impuretés : 


a) Les pactéries. — Il est facile de s’en débarrasser par le 
procédé des boites de Petri renversées (Volkonsky, 1933 6). 
Les boites sont chargées de gélose de Sabouraud appauvrie au 
dixiéme, soit : 


Maltosesbrutwen sorammies: wis ike aur sh eid sy sce ahee Ne fe 4 
PXSVOHON KES CHM CINE Ge 8b) a AY ae Pape anko Glen, Ou eg arto t 
(Gelose-eneoRalnINeS ur wwe sack cu ee eee tase sok Ss) tou ueulistos 18 
Hauduerepinets-en’centetcubes co... st es ee ee tee es 1,000 


Pour les espéces a croissance trés lente (par exemple pour 
Dichtyuchus monosporus et certaines Ach/ya), il vaut mieux se 
servir dun milieu un peu plus riche. Un seul passage suffit le 
plus souvent a la purification bactériologique du champignon. 
Si l’on a soin de retourner la boite au moment ot un trés 
petit nombre de filaments ont pris pied sur le couvercle, on 
obtient sur celui-ci autant de petiles cultures isolées, dont cha- 
cune provient d’un seul filament mycélien. On obtient donc 
ainsi une souche & la fois bactériologiquement pure et mono- 
mycélienne. 
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6) Les morsissures (Non Saprotientackes). — Trés souvent 
les souches de Saprolégniacées sont infectées de moisissures 
communes (surtout de Mucorinées). Si la Saprolégniacée se 
développe plus vite que la moisissure infectante, le procédé des 
boites renversées peut encore étre appliqué avec succes, Dans. 
le cas contraire, on arrive &tourner la difficulté en ensemen- 
cant la souche infectée (préalablement nourrie sur gélose) 
dans de l’eau pure. Dans ces conditions, la Saprolégniacée forme 
des zoospores. Aprés vingt-quatre 4 quarante-huit heures, 
on préléve de l’eau & la surface avec une anse de piatine et on 
V'ensemence en stries sur gélose dans une boite de Petri. On 
obtient ainsi des cultures séparées monosporées. La purelé 
bactériologique est obtenue comme plus haut. 


c) Les cULTURES MIXTES DE SaproLéeniackes. — Le point le 
plus délicat est la séparation des espéces dans les cultures 
mixtes de Saprolégniacées. Pratiquement on n’est certain 
Vobtenir une culture pure a partir du mycélium non fructifié 
que lorsque l’objet, porteur du champignon (poisson, cadavre 
(Vinsecte, débris végétal), n’est infecté que par une seule 
espece. Or, dans la majorité des cas, les infections sont mixtes, 
ou — du moins — l'eau de mare, d’ot provient le mycélium, 
contient des zoospores de plusieurs espéces. Dans ce cas, les 
espéces plus délicates se trouvent invariablement déplacées 
dans les cultures par les especes communes & croissance rapide 
(comme Saprolegnia parasitica). De deux espéces en présence, 
il est done facile disoler celle dont le développement est le 
plus rapide; c'est lisolement de l'autre qui est tache délicate. 
Cette tache peut devenir insurmontable si les mycéliums des. 
deux espéces ne présentent pas de différences morpholoziques 
appréciables. En effet, des différences morphologiques existent 
fréquemment entre le mode de croissance des différents genres 
et un simple examen microscopique peut étre révélateur quant 
a la purelé des cultures. Dans le cas contraire, il faut partir 
d'un élément isolé (zoosporange, gemmule) de l'espece qu’on 
se propose d’étudier. Enfin, nous ne saurions trop recom- 
mander, toutes les fois qu’on se trouve en présence d'un mycé- 
lium fructifié, de prendre comme point de départ une oogonie 
isolée et lavée sous le microscope, loogonie, étant, en effet, le 
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seul élément porteur des caractéres. distinciifs de l’espece. 
Cependant, méme dans ce dernier cas, une fois la culture 
obtenue & partir d’un seul filament mycélien et bactériologi- 
quement pure, il est nécessaire d’en vérifier le diagnostic en 
provoquant sa reproduction sexuée en culture, étant donné yue 
des Zoospores d'une autre espéce pouvaient. rester collées a 
Poogonie dont on était parti. 

Pour obtenir des conjugaisons dans les cultures pures, nous 
avons procédé de la fagon suivante : 

Le mycélium est ensemencé dans une solution de peptone a 
5p. 4.000. Dés qu’un disque mycélien se forme a la surface du 
liquide, ce disque est prélevé et transporté dans un tube con- 
tenant de l’eau de robinet stérilisée (4). Pour cet ensemence- 
ment, il est préférable de se servir d'un fil de verre au lieu 
d'un fil de platine, étant donné que le mycélium colle fortement 
au métal. Le verre, préalablement flambé, doit étre soigneu- 
sement refroidi avant d’étre mis en contact avec le disque 
mycélien. Aprés un séjour de vingt-quatre & quarante-huit 
heures dans |’eau pure, le champignon forme des zoospores. 
On préléve alors quelques gouttes du liquide et on les ense- 
mence dans un autre tube d’eau de source, contenant une 
mouche stérilisée (2). En quelques jours la mouche devient le 
point de départ d’une culture vigoureuse qui entre rapidement 
en zoosporulation, puis, généralement, en conjugaison. Si la 
quantité des zoospores formées n’est pas trop considérable, il 
est bon de transporter la mouche, avec le mycélium qui la 
recouvre, dans un nouveau tube au bout de trois 4 quatre jours. 

La majorité de nos souches ont été récollées dans les envi- 
rons de Paris (Saint-Cloud, forét de Marly). Quelques-unes 
proviennent des environs de Vézelay (Yonne). Nous avons 
trouvé la plus grande variété d’especes sur des cadavres 
dinsectes noyés, ainsi que sur des débris végétaux (pelures 
d’oranges, marrons, tiges de Préle) en putréfaction dans l’eau. 


(1) L’eau distillée du commerce est trop acide, ce qui géne la zoosporula- 
tion. Par contre, l'eau de canalisation de la Ville de Paris, légérement alca- 
line (pH 7,6), convient parfaitement. Il est bon de faire bovillir cette eau 
et de la filtrer avant stérilisalion afin d’éliminer le caleaire. 

(2; Les mouches sont portées a l’autoclave dans des tubes contenant de 
Yeau de robinet. Aprés stérilisation, elles sont transportées dans de nou- 
yeaux tubes contenant également de l’eau de robinet stérilisée. 
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Toutes les souches provenant de poissons infectés apparte- 
naient a une seule espéce (Saprolegnia parasitica). 

Nous avons obtenu ainsi des cultures des espéces suivantes : 

Saprolegnia parasitica, W. Ch. Coker, 1923. Nous identifions 
comme S. parasitica une Saprolégniacée caractérisée par un 
mycélium assez gréle, & croissance trés rapide, extrémement 
envahissant, produisant des gemmules en abondance sur 
milieu solide (dés que celui-ci commence 4 se dessécher) ou en 
milieu liquide (dés que l’aliment commence a s’épuiser). Dans 
l'eau de source, les zoospores sont libérées en moins de vingt- 
quatre heures. Le chlorure de Na a 8 p. 1.000 n’empéche pas 
leur formation. Zoosporanges et zoospores sont conformes, de 
par leur aspect et leur mode de formation, 4 la description 
qu’en donne W. Ch. Coker (1923). Jamais nous n’avons observé 
de reproduction sexuée chez cetle espéce, ce qui constitue un 
autre argument en faveur de notre diagnostic. S. parasitica est 
une espéce extrémement commune aux environs de Paris. 
Nous l’avons trouvée aussi bien a l'état parasitaire (sur des 
poissons) qu’a l'état saprophylique. La souche de Chaze, qui a 
servi & nos expériences antérieures, appartient trés vraisem- 
blablement a cette espéce. Dans nos isolements actuels, nous 
en avons obtenu la culture dans plus de 10 cas. 

Isoachlya monilifera (de Bary), Kauffmann, isolée a partir 
d’un cadavre de Notonecle. 

Achlya prolifera (Nees), de Bary, A. oblongata, de Bary, 
A. polyandra Hildebrand, A. consprcua Coker, isolées & partir 
de cadavres d’insectes divers. 

Dichtyuchus monosporus Leitgeb, isolé & partir d’un cadavre 


d'abeille. 
Aphanomyces sp. (stellatus?), isolé & partir d'une tige de 


Préle. 

En plus, nous avons isolé un cerlain nombre de souches de 
Saprolegnia et d’Achlya pouvant étre raltachées aux espéces 
précédentes, mais se disltinguant des espéces classiques par des 
caractéres de détail. Nous n’avons pas insisté sur leur identi- 
fication précise, élant donné la similitude des résultats obtenus 
au cours de l'étude physiologique de toutes ces souches. Au 
total, nous avons expérimenté sur 26 souches. 

Te mveélium stérile des Saprelégniacées est assez différent, 


SUR LA NUTRITION DE QUELQUES CHAMPIGNONS | 85 


suivant les espéces, que l'on s‘adresse aux cultures sur gélose 
ou en milieu liquide. Un premier type est donné par Saprole- 
gna parasitica : filaments assez minces, cylindriques, arrondis 
a l’extrémité avec des rameaux latéraux espacés et d'une épais- 
seur a peine inférieure a celle des rameaux principaux. Le 
mycélium d’Isoach/ya monilifera appartient au méme type. 
Celui d’ Aphanomyces s’en distingue légerement par un accrois- 
sement sensiblement plus lent et par des ramifications plus 
abondantes. 

Le second type est donné par les Achlya (A. conspicua, A. 
polyandra, A. oblongata) : filaments mycéliens trés épais a la 
base, effilés vers l’extrémité et munis de ramifications extré- 
mement gréles. La croissance est lente. Les filaments con- 
tinuent & s’épaissir & une certaine distance de l’extrémilé et 
prennent fréquemment un aspect variqueux. Tous ces carac- 
téres sont moins accentués chez A. prolifera. Le mycélium de 
Diphtyuchus monosporus appartient au type achlyen. Parmi 
toules les espéces étudiées, c’est celle dont le développement 
est le plus lent. 


2. — Povuvoir DE SYNTHESE. 


Les résultats obtenus avec toute la série de nos nouvelles 
souches de Saprolégniacées offrent une grande similitude avec 
ceux que nous avons obtenus antérieurement avec la souche 
de Chaze : 

a) Toutes les espéces étudiées peuvent se développer dans 
un milieu contenant de l’alanine et de la cystéine comme 
sources de carbone, d’azote et de soufre (haplomésotrophie). 

6) L’acétate d'ammonium peut remplacer |’alanine en pré- 
sence de glucose. Les nitrales ne sont pas assimilés. 

c) Les sulfates ne peuvent pas servir de source de soufre. 

Au point de vue de la fermentation des glucides, toutes les 
Saprolégniacées étudiées (sauf une : Aphanomyces sp ) donnent 
des résultats identiques : 
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+, glucides attaqués avec production d’acide : 0; pas de production d’acide. 


Nous retrouvons donc ici d’une fagon générale la spécificité 
fermentative élroite que nous avons sigtalée antérieurement 
par Saprolegnia sp. : seuls le glucose et ses polyméres purs 
(maltose, dextrine, « amidon soluble ») sont attaqués. Quant a 
Aphanomyces sp., il ne forme d’acide en présence d’aucun 
sucre : le pH du milieu se maintient invariablement a la neu- 
tralité. 

En résumé, toutes les Saprolégniacées étudiées sont haplo- 
mésotrophes, n’assimilent pas les nitrates et les sulfates : il 
semble que la « mésotrophie N.-S. » (cas particulier de la para- 


thiotrophie) soit étendue a la famille entiére des Saprolé- 
eniacées. 


Il. — Autres champignons. 


Ainsi que nous l’avons dit plus haut, notre étude a porlé 
presque exclusivement sur des formes parasites : sur 18 espéces 
étudiées, 2 seulement sont saprophytes. Voici comment elles 
peuvent étre réparlies suivant leurs caractéres taxonomiques 
et ceecologiques : 

Les Dermatophytes (Ctenomyces, Sabouraudites, Tricho- 
phyton, Epidermophyton) et les Beauveria proviennent de la 
mycothéque du Laboratoire de Parasitologie de la Faculté de 
Médecine et nous ont été obligeamment donnés par M. Langeron. 
C’est M. Magrou qui nous a donné la souche d'Ustilago maydis 
isolée par M. Legroux. Nous devons & l’obligeance de ce der- 
nier la possession des souches de Rhinocladium, de Sporo- 
trichum et d'une souche de Beawveria globulifera. 
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SIPHOMYCETES NYPHOMYCETES ASCOMYCETES BASEDIOMYCETES 


————_—_ 
Se | ES 
i 


Phytoparasites. 


Pythium deba-| Ustilago maydis. 
ryanum. 

Phyto: htara pa- 
rasilica. 

Ph. palmivora. 

Ph, cactorum. 


Entomophytes. 


Beauveria bassiana. 
B. globulifera. ~ 


Parasites des vertébrés et de Lhomme. 


Basidiobolus ra-|Rhinocladium (Spo-|Ctenomyces granu- 
narum. rotrichum) beur-|  losus. 
Manni. C. osteroides. 

Sp. souche Poal. Trichophyton crate- 
riforme. 

T. rubrum. 

Sabouraudites /eti- 
neus. 

Epidermophylon /lo- 
cosum. 


Saprophytes. 


Sporotrichum bom | Clenomyces serratus. 


bycinum. 


Les cultures de Bastdiobolus et de Pythium proviennent du 
Laboratoire du professeur Guilliermond. 

C’est grace, enfin, & lamabilité de M. Foéx que nous sommes 
entré en possession des cullures de Phytophtora provenant de 
la collection de l'Institut Agronomique de Versailles. 


Pythium debaryanum, Les milieux de culture (solides ou 
liquides) s’acidifient rapidement et fortemént en présence de 
glycérine, de mannite, d’arabinose, de xylose, de glucose, de 
lévulose, de galactose, de maltose, de saccharose, de lactose, 
de raffinose, de dextrine et d’amidon soluble. En présence’ 
d’érythrite, de sorbite, de dulcite et de rhamnose, les milieux 
tendent lentement vers l'alcalinité. On oblient de belles cul- 
tures en présence d'alanine et de sucres. En présence d’alanine 
seule, les cultures sont pauvres, mais indéfiniment repiquables. 
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Les nitrates ne sont pas assimilés. Les sulfates peuvent servir 
de source de soufre de méme que la cystéinc. 


Phytophtora. Nous avons étudié trois espéces de ce genre : 
Ph. parasitica (3 souches), Ph. palmivora (1 souche) et PA. 
cactorum (1 souche). 

Ces cing souches, provenant de l'Institut Agronomique de 
Versailles, ont été purifiées au laboratoire par le procédé des 
boites de Petri renversées ( Volkonsky, 1933, 6). 

Les Phytophtora se développent lentement, sous forme d’un 
mycélium abondamment ramifié el touffu sur milieu nutritif 
riche, sous forme de filaments peu ramifiés et envahissants sur 
milieu pauvre. Ce dimorphisme du mycélium des Phytophtora 
est trés caractérislique. Il se distingue du pléomorphisme 
des Dermalophytes par sa réversibilité totale (conf. : Lan- 
geron et collaborateurs,. Ce dimorphisme doit jouer un réle 
dans la biologie des Phytophtora, puisqu il a pour conséquence 
de provoquer automatiquement — sur un milieu nutritif 
inhomogéne — la concentration du mycélium aux points favo- 
rables & leur développement : les filaments mycéliens rares et 
envahissants parcourent rapidement les régions pauvres et 
vont se ramifier abondamment dans les régions riches en ali- 
ment. 

Un premier caractére physiologique qui oppose les Phytoph- 
tora a tous les autres champignons présentement étudiés con- 
siste en leur faible « pouvoir de concentration » de l’aliment 
organique (1) : aucun développement n’a lieu en présence de 
peptone ou d’alanine a 1 p. 1.000. Le mycélium se développe 
a peine en présence d’une concentration double. Pour obtenir un 
développement appréciable, nous avons été obligé d’élever la 
concentration de la peptone ou de l'alanine & 5 ou 10 p. 1.000. 

Les différentes souches de Phytophtora étudiées se ressem- 
blent en ce qui concerne leurs caractéres fermentatifs. A ce 
point de vue, on peut diviser la série des glucides en quatre 
groupes : le glucose, le lévulose, le maltose, le saccharose, la 


(1) Nous appelons « pouvoir de concentration » la faculté que posséde un 
organisme d’amener les substances trophiques a une concentration intra- 
cytoplasmique suffisante pour que le développement soit possible. Le « pou- 
voir de concentration » vis-A-vis d’un corps sera donné par le seuil de dilu- 
lion de corps compatible avec le développement de l’organisme. 
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dextrine, l’amidon soluble donnent licu & une acidification 
rapide; le xylose, le galactose, le raffinose A une acidification 
plus lente; la glycérine et le lactose & une acidification tantot 
lente, tantét nulle; l’érythrite, la sorbite, la mannite, la dulcite, 
arabinose et le rhamnose ne sont pas fermentés du tout (sauf 
par une souche de PA. parasitica qui les fait fermenter légé- 
rement). 

L’alanine assure la nutrilion azotée. Les nitrates ne sont pas 
assimilés. Les sulfates peuvent servir de source de soufre. 

En étudiant la croissance des Phytophtora en milieu liquide, 
nous avons remarqué que le mycélium se développait de facons 
différentes suivant la nature du glucide présent : la croissance 
était uniforme en présence d’un sucre non fermentescible ; 
d'abord rapide, elle se ralentissait, puis s’arrétait bientot, en 
présence d’un sucre attaqué, avec acidification du milieu. Des 
expériences comparées nous ont montré que J’arrét du déve- 
loppement était d’autant plus précoce que le pl inilial était 
plus bas : cet arrét se produit au moment ov le pH du milieu 
atteint une valeur fixe qui est comprise entre les pH = 4,2 et 
4,4 dans le cas de Ph. parasitica et Ph. palmivora et peut des- 
cendre 4 pH — 4,0 dans celui de Ph. cactorum. Que Valiment 
azoté soit représenté par de la peptone ou de J’alanine et quel 
que soit le pli initial (de 5 & 8 dans nos expériences), le pH 
s'ajuste au cours du développement & ladite valeur 4,2-4,4 (ou 
4,0) en présence d’un glucide fermentescible, ou a Ja neutralité 
(7,1) en présence d'un glucide non fermentescible. Nous avons 
vu que, dans le cas de Saprolegnia sp. (Volkonsky, 1933 a), la 
réaction du milieu s’ajustait& une valeur de pH voisine (4,4-4,6) 
— avec arrét du développement — en présence d'un sucre fer- 
mentescible. Il est curieux de retrouver un phénoméne sem- 
blable chez les Phytophtora. 


Basidiobolus ranarum. La croissance de ce champignon est 
sensiblement moins rapide que celle de Pythiwm ou de Sapro- 
legnia parasitica. Parmi les glucides, le glucose, le lévulose, le 
maltose et le saccharose sont fortement fermentés. L’acidifi- 
cation est un peu moins rapide en présence de dextrine et 
d’amidon soluble. Les autres glucides étudiés ne provoquent 
aucune acidification du milieu. Le développement est vigoureux 
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5 . zy: la b) 
en présence d’alanine et de sucres, médiocre en présence d’ala- 
nine seule. Les nitrates ne sont pas assimilés. Les sulfates 
peuvent servir de source de soufre. 


Beauveria. Nous avons étudié deux souches de B. globuli- 
fera et une de B. hasstana. Deux de ces souches avaient été 
isolées par C. Toumanoff sur des cadavres d’abeilles. Ce sont 
des espéces 4 développement rapide et & sporulation abondante. 
La fermentation des glucides dénote l’existence d’un riche 
arsenal diastasique. En méme temps on peut observer des irré- 
gularités dans l’acidification d’une expérience & l'autre. D'autre 
part, les deux souches de B. globuliferase comportent de fagons 
différentes en présence de certains glucides. 

Dans le cas de B. globulifera, nous nobservons pas d’acidi- 
fication en présence d’arabinose et de rhamnose. L’acidification 
est faible ou nulle en présence de dulcite, de lactose et de ral- 
finose; faible en présence d’érythrite et de xylose; tantdt faible, 
tantot forte en présence de sorbite, de galactose, de dextrine ou 
d’amidon soluble; toujours forte en présence de glycérine, de 
mannite, de glucose, de Iévulose, de maltose et de saccharose. 

Dans le cas de B. basstana, nous n’observons pas d’acidifi- 
cation avec la sorbite, le rhammnose, le lactose et le ralfinose ; 
une acidification faible avec l’érythrite, l’arabinose, le xylose, 
la dextrine et l’amidon soluble. L’acidification est rapide en 
présence de glycérine, de dulcite, de mannite, de glucose, de 
lévulose, de galactose, de maltose et de saccharose. En l’'absence 
de glucides, alanine permet un développement appréciable. 

Les nitrates assurent la nutrition azotée de B. globulifera, 
mais point celle de B. bassiana. Ce dernier résultat a été vérifié 
& plusieurs reprises & l'aide d’expériences effecluées paralléle- 
ment sur les deux espéces et en faisant varier le glucide pris 
comme source de carbone. Les sulfates sont assimilés par les 
deux espéces. 


Rhinocladium. Sur milieu solide, Rh. beurmanni produit de 
nombreuses formes de levures et des filaments mycéliens courts, 
Pensemble constituant un enduit glabre. En milieu liquide, les 
cultures se cantonnent au fond du tube ou forment de fines 
colonies disséminées le long des parois. Rh. beurmanni acidifie 
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rapidement le milieu en présence de glycérine, de glucose, de 
lévulose, de maltose et de dextrine; lentement, en présence 
d’érythrite, de xylose, de galactose, de saccharose, d’amidon 
soluble et pas du tout en présence de sorbite, de mannite, de 
dulcile, d’arabinose, de lactose et de raffinose. 

L’alanine assure l’alimentation azotée du Rhinocladium. Les 
nitrates ne sont pas assimilés. Les sulfates peuvent servir de 
source de soufre. 


Sporotrichum. Nous avons étudié deux souches: l'une de 
Sp. 6ombycinum, Vautre, indéterminée, provenant du labora- 
toire du professeur Legroux, sera désignée comme Sporotri- 
chum sp. (souche Poal). Ces deux espéces se développent sur 
milieu solide sous forme d’un mycélium touffu et envahissant. 
En milieu liquide, leur mycélizm envahit rapidement le tube. 

Kn ce qui concerne la fermentation des glucides, les deux 
espéces se comportent de facons extrémement différentes. 

Dans le cas de Sp. bombycinum cultivé sur milieu solide, la 
présence de glycérine est seule capable de provoquer une acidi- 
fication (il s'agit la d’une oxydation et non d'une fermentation 
& proprement parler). En milieu liquide, la réaction reste voisine 
de la neutralité quel que soit le glucide présent. 

Au contraire, Sporotrichum sp. (Poal) acidifie le milieu en 
présence de la majorilé des glucides étudiés. Sont attaqués 
rapidement : l’arabinose, le xylose, le glucose, le lévulose, le 
galactose, le maltose, le saccharose, le ralfinose, la dextrine et 
l'amidon soluble; lentement : la glycérine, la mannite, la dul- 
cite el le rhamnose; pas du tout : l’érythrite, Ja sorbite et le 
lactose. 

L’alanine assure la nutrition azotée des Sporotrichum. Les 
nitrates sont trés bien assimilés par Sporotrichum sp. (Poal); par 
contre, ils ne permetient qu’un développement extrémement 
médiocre dans le cas de Sp. bombycinum. Les sulfates sont assi- 
milés par les deux espéces. 


Les Dermatophytes. Les observations de Sabouraud (1928- 
1929), celles de Matruchot et Dassonville (1899-1902) et celles, 
surtout, de Langeron et de ses collaborateurs montrent l’homo- 
généité du groupe des Dermatophytes et leur parenté étroite 
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avec les Ascomycétes Gymnoascés. Suivant Ja classification 
d’Ota et Langeron (1923), remaniée par Langeron et Miloche- 
vitch (1930), les Microides de Sabouraud sont & incorporer au 
genre Clenomyces, créé par Eidam (1880) pour une Gymnoascée 
saprophytique (C. Serratus Eid.). 

Les autres espéces de Dermatophytes sont réparties par 
Langeron et Milochevitch en trois genres : Sabouraudites, 
Epidermophyton et Trichophyton. Nous avons étudié : Cteno- 
myces asteroides Sab., Ct. granulosum Sab. (considérée par 
Langeron et Milochevitch et par Ota, avec la précédente, 
comme deux variétés de l’espece Ct. mentagrophytes Ch. Robin), 
Sabouraudites felineus, Trichophyton craterifurme, Tr. rubrum, 
Epidermophyton floccosum. Knfin, nous avons comparé le pou- 
voir de synthése de ces espéces parasites avec celui de la 
Gymnoascée saprophytique Ct. serratus. Pour voir si le pléo- 
morphisme des Dermatophytes ne coincidait pas avec une 
variation physiologique de ces champignons, nous les avons 
éludiés parallélement sous leur forme spécifique et leur forme 
pléomorphe. Les résultats obtenus ont été essentiellement les 
mémes pour les deux formes. 

Les Dermatophytes sont, en général, des champignons a 
développement lent, surtout sur les milieux nutritifs relative- 
ment pauvres dont nous nous sommes servi. Le développe- 
ment peut étre accompagné d'une production de pigment (fram- 
boise chez Ct. asteroides, jaune orangé chez Sabowraudites feli- 
neus, cerise chez Trichophyton rubrum), pigment qui diffuse 
dans le substratum. Cette élaboration de pigment est condi- 
tionnée par la présence de glucides fermentescibles dans le 
milieu. La mannite et le glucose sont les plus favorables & ce 
point de vue. L’atlaque des glucides est toujours extrémement 
lente. Nous avons observé une trés légére acidification du 
milieu, en présence de glucose, de lévulose, d’érythrite, de 
mannite et de sorbite, dans le cas de Ct. granuloswm et de 
Tr. crateriforme. Ct. serratus et Ct. asteroides se distinguent 
des précédents par la non-fermentation de la sorbite. Aucun 
des glucides étudiés ne provoque d’acidification dans le cas de 
S. felineus, de Tr. rubrum et d’Ep. floccosum : la réaction du 
milieu évolue invariablement vers une légére alcalinité. L’ala- 
nine assure toujours a elle seule l’alimentation azotée. Dans 


SUR LA NUTRITION DE QUELQUES CHAMPIGNONS 93 


aucun cas, les nitrates ne peuvent servir de source d’azote. Les 
sulfates sont toujours assimilés. 

Ustilago maydis. C’est la seule espéce de Basidiomycetes 
parasites que nous ayons étudiée. U. maydis attaque fortement 
un assez grand nombre de glucides. Le milieu est rapidement 
acidifié en présence de glycérine, de xylose, de glucose, de 
lévulose, de galactose, de maltose, de saccharose et de dex- 
trine, faiblement en présence de raffinose. Il reste neutre en 
présence d érythrite, de sorbite, de mannite, de dulcite, d’ara- 
binose, de rhamnose, de lactose et d’amidon soluble. Les 
nilrates ne sont pas assimilés. Les sulfates peuvent servir de 
source de soufre. 


Discussion des résultats. 


Tous les champignons étudiés sont des organismes méso- 
trophes (dans le sens de A. Lwoff, 1932), c’est-a-dire qu’ils 
peuvent effectuer la synthése de leurs composés organiques 
quaternaires aux dépens d'un corps azoté simple et unique 
(Valanine dans nos expériences). Les glucides, trés favorables 
dans certaines conditions, ne sont pourtant pas indispensables 
au développement : lValiment organique azoté (peptone, ala- 
nine) peut assurer la nutrition carbonée. Les champignons 
étudiés sont donc haplotrophes. 

La grande majorité des espéces étudiées n’assimilent pas 
Vion NU. Ce sont : toutes les Saprolégniacées, les Pérono- 
sporacées (Pythium et Phytophtora), Ustilago, Rhinocladium et 
toutes les Gymnoascées. Par contre, parmi les Beauveria et les 
Sporotrichum, nous observons, dans les limites d'un méme 
genre, des espéces qui assimilent les nitrates et d’autres qui ne 
les assimilent pas. Nous ne retrouvons donc pas obligatoire- 
ment celle relation entre la classification générique et l’aptitude 
a assimiler les nitrates, relation que D. Bach (1927) apergoit 
dans le cas des Mucorinées. A la limite entre les espéces qui 
n’assimilent pas du tout les nitrates et celles qui les assi- 
milent aisément, nous en trouvons pour qui les nitrates ne 
constituent qu’un aliment azoté tres médiocre (Sporotrichum 
bombycinum). 
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Les sulfates ne sont assimilés par aucun des représentants 
de la famille des Saprolégniacées. Au contraire, ils sont assi- 
milés par toutes les espéces éludiées n’appartenant pas a celte 
famille. Le groupe physiologique des parathiotrophes semble 
done englober la famille entire des Saprolégniacées et se 
limiter A cette famille, au moins en ce qui concerne les cham- 
pignons. Les espéces euthiotrophes assimilent également la 
cystéine, mais celle-ci n'est jamais plus favorable a leur déve- 
loppement que le sulfate de K. Nous ne trowvons done aucun 
terme de passage entre la parathivtropie et leuthiotrophie. 

Dans un travail antérieur (Volkonsky, 1933 @), nous avions 
proposé de subdiviser le groupe des mésotrophes en tenant 
compte de leur pouvoir de synthése vis-a-vis de l’azote et du 
soufre : les « mésotrophes sensu stricto » seraient des formes 
pouvant assimiler aussi bien l’azote que le soufre aux dépens 
de leurs oxydes ultimes (type : Aspergillus); les « méso- 
trophes N » seraient celles qui ont besoin d’azote en combi- 
naison réduite (ammoniaque, alanine) [type : Saccharomyces] ; 
enfin, les « mésotrophes N-S » seraient les formes ayan! besoin 
ala fois d’azote et de soufre en combinaisons réduites (ammo- 
niaque, alanine; acide sulfhydrique, cystine) [type : Sapro- 
legnia|. ll résulte de nos derniéres expériences que la classifi- 
cation proposée est basée sur deux caractéres d’une importance 
trés inégale : l’assimilation des nitrates n’est méme pas tou- 
jours un caractére générique (exemple : Beawverra et Sporo- 
trichum) et il existe des termes de passage entre les « méso- 
trophes s. s. » et les « mésotrophes N » (exemple : Sporotrichum 
bombycinum). Par contre, la « mésotrophie N-S » apparatt 
comme un caractére de famille (apanage des Saprolégniacées) 
et il n’existe aucun lerme de passage entre les mésotrophes N-S 
et les mésotrophes N. 

Nous n’avons pas retrouvé, pour l’assimilation des nitrates, 
cette corrélation entre la fermentation des glucides et le pouvoir 
de synthése vis-a-vis de l’aliment azoté que nous avions 
observée chez Saprolegnia en étudiant |’assimilation des sels 
ammoniacaux et des acides aminés : lorsqu’une espéce assimile 
lion NO,' en présence d'un glucide fermentescible, elle l’assi- 
mile également en présence d'un glucide non fermentescible. 
Gependant, la qualité trophique inégale des différents glucides, 


SUR LA NUTRITION DE QUELQUES CHAMPIGNONS 95 


déji apparente en présence d’alanine comme source d’azote, 
apparait beaucoup plus nettement en présence de NO,K. On 
pouvait se demander si l’assimilation plus facile de l’ion NO! 
en présence d’un glucide fermentescible ne tenait pas a la for- 
mation d’acide azotique libre et par suite de l’acidification du 
milieu. Terroine et Wurmser (1922) montrent en effet que 
acide nitrique libre est plus facilement utilisé par Aspergillus 
que les nitrates. En stabilisant le pH du milieu a V’aide d’un 
exces de carbonate de Mg, nous avons vérifié sur Beauveria 
glohulifera que la valeur trophique inégale des différents glu- 
cides en présence de NO,K n’était pas liée & une acidification 
plus ou moins rapide du liquide nutrilif. 

En ce qui concerne l’'altaque des glucides (voir le tableau de 
la page 97) on observe un certain nombre de traits généraux 
communs aux différentes espéces étudiées. Les hexoses et leurs 
polymeéres sont en général beaucoup plus facilement attaqués 
que les pentoses et les polyalcools. La glycérine est en général 
plus facilement altaquée que les autres polyalcools. Notons 
dailleurs quil s’agit — pour la glycérine — d’une oxydation 
directe et non d’une fermentation 4 proprement parler. Cette 
différence se traduit par le fait que la glycérine est en général 
plus facilement attaquée sur milieu solide qu’en milieu liquide 
(surtout par Sporotrichum bombycinum), contrairement & ce 
qui a lieu pour les autres glucides. Des quatre autres poly- 
alcools étudiés, c’est la mannite qui est le plus facilement fer- 
mentescible et la dulcite le moins. Des trois pentoses, c’est le 
xylose qui est le plus facilement fermentescible, et le méthyl- 
pentose rhamnose le moins : c'est le moins fermentescible de 
tous les glucides étudiés. Le glucose est le plus facilement fer- 
mentescible des glucides. Le lévulose le suit de prés (sauf 
pour les Saprolégniacées). Dans un seul cas (Phytophtora pal- 
mivora), Vacidification est plus rapide en présence de lévulose 
qu’en présence de glucose. Le galactose est nettement moins 
fermentescible que les deux hexoses précédents. Parmi les glu- 
cides complexes, le maltose, la dextrine et l’amidon soluble se 
comportent en général comme le glucose; le saccharose se com- 
porte généralement comme le lévulose, et le luctose comme le 
galactose. Le ralfinose tient une place intermédiaire entre le 
saccharose et le lactose. On peut constater une certaine ana- 
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logie entre la fermentescibilité des hexoses et des hexites cor- 
respondantes : ainsi la mannite se comporte souvent comme le 
lévulose et la dulcite comme le gelactose : dans tous les cas 
étudiés, si une hexite est fermentée, l’hexose correspondant 
l’est nécessairement (l’inverse n’étant pas vrai). 

A. Castellani et Taylor (1922) avaient proposé d’utiliser les 
caractéres fermentatifs des levures pour leur classification (et 
méme, inversement, la fermentation par les levures pour l’'iden- 
tification des sucres). La valeur absolue du test fermentatif a 
été contestée par la suite. Derniérement, Talice et Mackinnon 
(1933) montrent par l’exemple des Mycotorulées que les carac- 
téres fermentatifs peuvent servir de recoupement utile a la 
classification morphologique : si la « classification biologique » 
de Castellani et Taylor n’est pas superposable en général a la 
classification morphologique, on peut trouver, néanmoins, une 
certaine parenté entre les « formules fermentatives » des diffé- 
rentes espéces appartenant & un méme genre. Cette remarque 
s'applique au cas des champignons parasites que nous avons 
étudiés. 

A ce point de vue, l’homogénéilé des différents groupes es 
trés variable. D’un cdlé, nous trouvons le groupe Sporotrichum 
Rhinocladium dont Jes représentants possédent des potentia- 
lités fermentatives trés inégales. Viennent ensuite, les Beau- 
veria, ou se dessine déj&a une « formule fermentative » 
commune, avec prédilection pour la glycérine et les séries du 
glucose (maltose, dextrine, amidon soluble) et du lévulose 
(mannite et saccharose). Les Phytophtora ont en commun 
leur prédilection pour les hexoses, et leurs polyméres, au 
détriment des polyalcools et des pentoses. Pythivm possdde 
les mémes caractéres, mais moins accentués. Basidiobolus pos- 
séde une « formule fermentative » de Saccharomycéte, et par 
son électivité plus grande se rapproche des Saprolégniacées. 
Ges derniéres constituent un bloc remarquablement homogéne 
caractérisé par l’altaque élective de la série du glucose ; seul, 
Aphanomyces se distingue des genres voisins du fait de n’acidi- 
fier le milieu en présence d’aucun glucide. Ustilago maydis 
appartient & un groupe a part. Enfin, les Gymnoascées sont 
loules caraclérisées par un pouvoir fermentatif trés peu élevé; 
lorsqu’il y a acidification, elle est toujours extrémement lente. 
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Cette acidification porte invariablement sur le glucose, le lévu- 
lose, et une série de polyalcools, dont la glycérine et la dul- 
cite sont toujours exclues. Notons que Ja variabilité de la 
formule fermentative 4 l’intérieur d’un méme genre semble 
coincider avec une instabilité du pouvoir fermentatif des 
espéces elles-mémes; ainsi, les genres Rhinocladium, Sporotri- 
chum, Beauveria, Phytophtora, font Vimpression de genres 
non stabilisés au point de vue fermentatif. La remarque 
inverse s’applique aux Saprolégniacées et aux Gymmnoascées; 
un pouvoir de fermentation constant chez chaque espéce coin- 
cide ici avec une formule fermentative homogene du groupe 
entier. Cette méme idée de groupes « stabilisés » ressort de 
l'étude de Vassimilation des nitrates et des sulfates. (Voir le 
tableau de la page 99.) Les Beauveria et les Sporotrichum, 
représentants de genres physiologiquement « inslables », se 
comportent de facons différentes vis-a-vis des nitrates. A ce 
méme point de vue, les Saprolégniacées et les Gymnoascées 
constituent des groupes homogénes. La méme remarque 
s'applique a la parathiotrophie des Saprotégniacées. Notons 
que les groupes « stabilisés » possédent en général un pou- 
voir de synthése et une « formule de fermentation » réduits. 

La comparaison du pouvoir de synthése et des formules de 
fermentation permel, dans le cas de groupes « stabilisés », de 
corroborer par voie physiologique la classification basée sur la 
morphologie des espéces. Ainsi, les Dermatopbytes s’apparen- 
tent & la Gymnoascée saprophytique Clenomyces serratus, a la 
fois par leur formule fermentative, par la non-assimilation des 
nitrates et par leur euthiotrophie. Les mémes raisons rappro- 
chent les Phytophtora de Pythium. Inversement, formule fer- 
mentative et eulhiotrophie opposent les Phytophtora aux 
Saprolégniacées parathiotrophes. Conformément a Popinion 
actuellement admise, basée sur des données morphologiques, 
les Phytophtorées pourraient donc éltre considérées comme 
dérivant des Pythiées et non des Saprolégniacées. Aussi 
bien de par leur grande sélectivité fermentative que par leur 
parathiotrophie, les Saprolégniacées constituent un bloc homo- 
géne et isolé. 

Dans un travail antérieur (Volkonsky, 1932 a), nous avions 
émis la supposition que la parathiotrophie: de Saprolegnia, 
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parasite facultatif, pouvait constituer un terme de passage vers 
une « dégradation physiologique » probablement plus poussée 
des champignons parasites plus stricts. Nous espérions notam- 
ment retrouver la parathiotrophie dans le groupe des Derma- 
‘tophytes : la parathiotropbie permettrait, en effet, d’expliquer 
— au moins en partie — la prédilection de ces parasites pour 


Assimilation de l’'azote et du soufre. 
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+, le corps assure l’alimentation en azote ou en soufre; +, le corps est trés mal assi- 
milé; —, le corps n’est pas assimilé 
Remargue : Quand toutes les espéces étudiées apparlenant 4 un méme genre se com- 
§ portent de la méme fagon, ces espéces ne sont pas indiquées séparément. 


les phanéres riches en soufre organique. Or, il se trouve que 
les Dermatophytes sont euthiotrophes. Cependant, on pouvail se 
demander si la cystéine, tout en n’étant pas un corps indis- 
pensable, n’était pas un corps favorable au développement des 
Dermatophytes en servant & la fois comme source de soufre et 
d’azote. Pour vérifier cette hypothése, nous avons cultivé les 
Dermatophytes sur un milieu ow |'alanine était remplacée par 
une quantité égale de cystéine. Les résultats obtenus ont été 
médiocres, nettement inférieurs & ceux obtenus avec l’alanine. 
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Ce n’est donc probablement pas a une richesse en soufre orga- 
nique que tient la prédilection des Dermatophytes pour les 
phanéres. 

La parathictrophie est un apanage des Saprolégniacées, 
famille essentiellement saprophytique. Les formes parasites 
qui leur sont le plus apparentées — les Phytophtora — sont 
euthiotrophes. Il n’existe donc aucun rapport entre la parathio- 


trophie et le parasitisme. 


Résumé. 


26 souches de Saprolégniacées appartenant aux genres 
Saprolegnia, Isoachlya, Achlya, Dicthyuchus, Aphanomyces ont 
été isolées et purifiées. 

Toutes ces souches sont caractérisées par un certain nombre 
de caractéres physiologiques communs: elles sont mésotrophes 
et parathiotrophes et n’assimilent pas les nitrates. Elles ne 
font fermenter que les sucres de la série du glucose, sauf Apha- 
nomyces qui ne fermente aucun des glucides étudiés. 

21 souches de champignons n’appartenant pas aux Saprolé- 
gniacées et choisis principalement parmi les espéces parasites 
ont été étudiés comparativement. Toutes se sont trouvées étre 
euthiotrophes. 3 

Un certain nombre d’entre elles peuvent utiliser les nitrates 
comme source d’azote. Ces résultats sontrésumés dans le tableau 
de la page 99. Les « formules fermentatives » peuvent servir 
de recoupements & la classification morphologique des espéces, 
lorsqu’on s’adresse 4 des groupes qui se comporltent comme 
physiologiquement « stabilisés ». 

La parathiotrophie, apanage des Saprolégniacées, n'a aucun 
rapport avec le parasitisme. 
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ETUDES IMMUNOLOGIQUES SUR LE CURARE 


par J.-A. VELLARD et A. de ASSIS (de Rio-de-Janeiro, Brésil). 


Les nombreux travaux publiés sur le curare ont bien établi 
action physiologique de ce produit, mais sans en révéler la 
composition. Les récits des voyageurs ne nous renseignent pas. 
davantage sur ce dernier point et leurs informations sont méme 
trés souvent contradictoires. 

Certains auteurs, et c’est peut-étre le plus grand nombre, 
pensent que le curare est uniquement composé de substances. 
végétales tirées pourla plupart de diverses espéces de Strychnos. 
D’autres, dont l’opinion parait confirmée par les relations 
de quelques voyageurs qui auraient vu préparer le curare, 
admettent que ce poison est un mélange trés complexe conte- 
nant, a cdté de produits végétaux, des substances d’origine ani- 
male comme des venins de serpents et de crapauds, des macé- 
rations d’araignées, de fourmis, etc. ; le tout, pilé et amalgamé, 
aurait été réduit par la cuisson & consistance pdteuse au milieu 
de longues cérémonies qui ne seraient pas toujours sans danger 
pour le propre opérateur, parfois victime du contact de ces. 
ingrédients ou des émanations dégagées au cours de ces pré- 
parations. 

Rien de tout cela n’a été établi de facon positive et la com- 
position du curare est encore inconnue. I] nous a paru intéres- 
sant, puisque les méthodes physiologiques et pharmacclogiques 
n’ont pas donné de résultats, d’essayer d’identifier par un pro- 
cédé biologique, la fixation du complément, quelques-uns des 
éléments de ce poison. 

Le venin de crapaud a 6té cilé comme un des composants 
possibles du curare; le venin de diverses espéces de batraciens 
entre d’ailleurs dans la composition des poisons de fléches de 
plusieurs tribus indiennes, notamment en Colombie. Mais avant 
d’aborder l'étude des relations immunologiques pouvant exister 
entre le curare et le venin de l’espéce de crapaud la plus 
répandue en Amérique du Sud, le Bufo marinus, nous expo- 
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serons le résultat de nos recherches sur les propriétés anti- 
géniques du curare et la formation d’anticorps fixaleurs de 
complément dans le sang d’animaux ayant recu une série d’in- 
jections de ce poison. 


Une remarque simpose. Le curare n’est pas un produit uni- 
forme; il en existe divers types, d'origine et de propriétés 
physiologiques différentes. Le vrai curare ayant servi aux 
éludes des anciens physiologistes n’est plus fabriqué aujour- 
d’hui; la meilleure qualité était préparée par les Indiens 
Ticunas. Les curares actuels du commerce proviennent de 
diverses tribus indiennes de |’Amazone et de ses affluents: 
leurs propriétés se rapprochent plus ou moins de celles du vrai 
curare. 

Le curare était conservé, soit dans des pots de terre fermés 
par une feuille ou une écorce — c’est la meilleure qualité —, 
soit dans de petites calebasses, soit dans des tubes de bam- 
bou. L’échantilion utilisé dans nos expériences a été aimable- 
ment mis 4 notre disposition par notre ami le D" Simoens da 
Silva qui l’avait depuis prés de trente ans dans son musée 
particulier. C’est un curare des Indiens Ticunas, conservé en 
pot de terre, rapporté du Haut Amazone il y a quarante ou 
cinquante ans par le capitaine de vaisseau brésilien Mariano 
dé Azevedo. Les pots — il y ena deux au musée Simoens da 
Silva — fermés par une feuille sont assez grossiérement tra- 
vaillés et & demi remplis ; celui qui a servi & nos expériences 
mesure 5 cent. 5 dans son plus grand diamétre sur 3 cent. 8 
de hauteur ; il pése 80 grammes. Comme terme de comparaison, 
nous avons essayé, en méme temps que ce curare, deux curares 
commerciaux : un curare vendu par la maison Pointet, de 
Paris, et un curare de Griibler; ce dernier s’est montré 4 peu 
prés inactif pour les animaux d’expérience. 


I. — Evupre EXPRRIMENTALE DU CURARE EMPLOYE. 


Cornare pes Ticunas. — Notre curare des Ticunas se pré- 
sente sous l’aspect d’une masse amorphe, noiratre, trés dure, 
a la cassure sans éclat, partiellement soluble dans l’eau salée et 
les solutions salines physiologiques. Nous sommes partis pour 
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nos expériences d’une solution préparée avec 5 milligrammes 
de curare brut pour 4 cent. cube d’eau salée physiologique; 
cette solution rouge cerise, limpide, est neutre au tournesol et 
ne se trouble pas par |'ébullition. 

Son action sur les animaux est typique. Le chien présente 
une courte phase d’inquiétude et d’agitation suivie de parésie a 
début postérieur; rapidement une paralysie flasque apparait 
et se généralise; incapable de se soutenir ]’animal tombe, les 
quatre pattes écartées, le museau sur le sol; la respiration s’ar- 
réte et le coeur continue & battre encore quelques instants. 
Chez le pigeon les symptémes sont comparables. 

La dose minima mortelle par voie veineuse est de 2 cent. 
cubes, corresponidant & 10 milligrammes de curare brut pour 
un chien de 8 4 10 kilogrammes (1 milligramme environ par 
kilogramme); la dose de 0 c. c. 5 (2 milligr. 5) provoque déja 
des symptémes marqués, qui-disparaissent en quinze a vingt 
minutes; avec 1 c. c. 5 (7 milligr. 5) la paralysie est presque 
totale, mais les animaux se rétablissent. 

Pour le pigeon, la dose minima mortelle par voie veineuse 


est de 0 c. c. 4 de la solution, correspondant 4 2 milligrammes 
de curare brut. 


Chien T-1 (9 kilogrammes, male). — Recoit par voie veineuse 0c. c. 5 de la 
solution (2 milligr. 5 de curare brut). En une minute, parésie du train pos- 
térieur; cherche 4 s’asseoir. En deux minutes, irritation intense, se gratte 
sans arrét. En trois minutes, tremblements trés violents du train pos- 
térieur; en cing minutes, atténuation des symptOmes; complétement rétabli 
en dix minutes. 

Chien T-2 (7.500 grammes, male). — Recoit par voie veineuse 4 cent. cube 
de solution (5 milligrammes de curare brut). En une minute, forte excitation, 
cris, se gratte et se mord le train postérieur; en deux minutes, parésie 
accentuée du train postérieur; en trois minutes, pattes antérieures légére- 
ment parétiques obligeant l’animal 4 se coucher; en six minutes, les symp- 
tomes commencent a s’atténuer; rétabli en quinze minutes. 

Chien T-3 (8.000 grammes, femelle). — Recoit par voie veineuse 1 c. c. 5 de 
solution (7 milligr. 5 de curare brut). En une minute, se couche, les quatre 
pattes parétiques; en deux minutes, paralysie des quatre pattes et du cou; 
le museau repose sur le sol; respiration lente, profonde; rythme cardiaque 
sans modification; sensibilité du train postérieur normale. Commence a 
s’améliorer en huit minutes; complétement rétabli en trente minutes. 

Chien T-4 (8.500 grammes, male). — Recoit par voie veineuse 2 cent. cubes 
de solution (10 milligrammes de curare brut). Paralysie compléte en deux 
minutes. En six minutes, arrét de la respiration; le cceur continue a battre 
faiblement; en huit minutes, ébauche de quelques mouvements respiratoires; 
en neuf minutes, les battements cardiaques ne sont plus perceptibles. 
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Pigeon T-5. — Recoit par voie veineuse 0 ¢. c. 4 de solution (2 milligrammes 
de curare brut). En deux minutes, paralysie flasque, compléte; l’'animal est 
étendu, le bec ouvert, respirant difficilement; mort en cing minutes et trente 
secondes. 

Pigeon T 6. — Recoit par voie veineuse 0 c. c, 2 de solution (1 milligramme 
de curare brut). En une minute, titube; en deux minutes, se couche paré- 
tique; respiration précipilée, profonde; en trois minules, paralytique, res- 
pire difficilement; commence a s’améliorer en sept minutes; rétabli en 
quinze minutes. 


In vitro, les solutions de ce curare sont dépourvues d’action 
coagulante sur le plasma fluoré de cheval; leur action retar- 
dante sur la coagulation fluorée par un sérum coagulant est a 
peine sensible. 


1 cent. cube de sérum normal de cheval, 4 cent. cube de plasma fluoré : 
+ en quinze minutes; +++ en trente minutes; +++4+ en quarante-cing 
minutes. 

4 cent. cube de sérum normal, 1 cent. cube ce plasma, 0c. c.5 de solution 
Ticunas : + en quinze minutes; ++ en trente minutes; ++-+-+ en quarante- 
cing minutes. 

1 cent. cube de sérum normal, 4 cent. cube de plasma, 1 cent. cube de solu- 
tion Ticunas : — en quinze minutes; ++ en trente minutes; +++ en qua- 
rante-cing minutes; ++-++ en soixante minutes. 

(Quinze minutes de contact entre le sérum normal et la solution de curare 
A 37° C avant l’adjonction du plasma, au bain-marie. Notation des résulials : 
—, absence de coagulation: +, légers flocons de fibrine; ++, eaillot mou 
se fragmentant en retournant le tube; +++, caillot glissant le long des 
parois sans se fragmenter; ++++. caillot ne se détachant pas du fond des 
tubes.) 


Nous verrons un peu plus loin que la solution de ce curare 
ne posséde pas d'action hémolytique sur les hématies de mouton 
et que leurs propriétés anticomplémentaires sont trés faibles. 


CurarE commerciAL Pointer. — Poudre grossiére, brune, 
presque entitrement soluble dans l'eau distillée et les solutions 
salées physiologiques. Les solutions employées dans nos expé- 
riences correspondaient & 10 milligrammes de curare brut par 
centimetre cube; jaune foncé, tras troubles, elles étaient lége- 
rement acides au tournesol. 

Ce curare était beaucoup moins actif pour les animaux que 
celui des Ticunas. 3 cent. cubes, correspondant a 30 milli- 
grammes de curare brut, étaient nécessaires pour tuer par voie 
veineuse un chien de 8 & 10 kilogrammes (3 milligrammes 
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environ par kilogramme). Dans l’ensemble, les sympt6mes 
étaient comparables & ceux observés avec notre curare des. 
Ticunas; les phénoménes d’excitation du début étaient cepen- 
dant plus accusés et les animaux présentaient de violents trem- 
blements généralisés et quelques contractures. Les symptémes. 
étaient bien margués a partir de 1 cent. cube de solution 
(10 milligrammes de curare brut); ils étaient presque nuls avec 
0c. c. 5 (5 milligrammes). 

La dose minima mortelle par voie veineuse pour le pigeon 
était de 1 cent. cube (10 milligrammes de curare brut). 

Au contraire de notre curare des Ticunas, ce curare accélé- 
rait légerement la coagulation du plasma fluoré de cheval par 
un sérum coagulant, sans étre coagulant par lui-méme. 


1 cent. cube de sérum normal, 1 cent. cube de plasma fluoré, 0 c. c. 5 de 
solution Pointet : ++ en quinze minutes; ++-+ en trente minutes; ++-+-+ en 
quarante-cing minutes. 

1 cent. cube de sérum normal, 1 cent. cube de plasma, 1 cent. cube de solu- 
tion Pointet : ++ en quinze minutes; ++-+-+ en trente minutes. 

4 cent. cube de sérum normal, 1 cent. cube de plasma : ++ en quinze 
minutes; ++-+ en trente minutes; ++-+-+ en quarante-cing minutes (témoin). 

4 cent. cube de plasma fluoré, 1 cent. cube de solution Pointet : — en cent 
vingt minutes (témoin). 

(Mémes technique et notations que précédemment.) 


Ce curare était également dépourvu d’hémolysines pour les 
hématies de mouton et son pouvoir anticomplémentaire était 
trés faible. 


Curare commerciaL Griipter. — Poudre brune, entiérement 
soluble dans l’eau distillée et les solutions salées physiolo- 
giques. Les solutions 4 0,5 p. 100, jaunatres, trés troubles, 
étaient légerement acides au tournesol. Leur activité pour les 
animaux était trés faible; des doses massives, injectées par 
voile veineuse, n’ont déterminé chez le chien qu’une parésie & 
début postérieur plus ou moins accusée, des tremblements 
violents et des contractures trés marquées. 

Chien G-1 (9 kilogrammes, male). — Recoit A 14 h.27 par voie veineuse 


v 


0 ¢. c. 5 de solution Grtbler (2 milligr. 5 de curare brut. Trois minutes 


aprés l'injection, tremblements généralisés, intermittents, tres violents ; en, 


cing minutes, parésie du train postérieur; en huit minutes, parésie des quatre 
pattes rendant la marche difficile ; le dos est arqué et les tremblements con- 
tinuent ; rétabli en vingt minutes. 
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A 14h. 33, deuxiéme injection veineuse de 0 c. c. 5 de solution Gribler ; 
en deux minutes, violents tremblements généralisés, intermittents ; dos 
arqué; parésie des pattes postérieures ; commence a s’améliorer a 14 h. 80. 

A 14h. 355, avant d’étre entitrement rétabli, troisiéme injection veineuse de 
0 c. c. 5 desolution Gribler ; les tremblements disparaissent, parésie accusée 
des quatre pattes. 

A 15 h. 10, quatriéme injection veineuse de 0 c.c.5 de la méme solution, 
suivie d'une cinguiéme de 1 cent. cube a 15h. 16; d’une sixiéme de 2 cent. cubes a 
15 h. 30, dune sepliéme de 5 cent. cubes (30 oilligesrarned) a 15h. 40, et dune 
huiliéme de 5 cent. cubesa 16h. 5, toujours par voie veineuse. La parésie 
s’accentua légérement ; la marche est un peu difficile ; l’animal traine les pattes 
postérieures, s’arréte souvent, se couche; les tremblements ont disparu; le 
dos est arqué, les muscles dorsaux en contractures. 

Comme contréle, le méme animal recoit 416 h. 15 par voie veineuse 
1 cent. cube de la solution de curare Ticunas (correspondant a 5 milli 
grammes); en une minute, agitation légére ; en deux minutes, parésie posté- 
rieure ; en trois minutes, paralysie compléte commencant A céder en quinze 
minutes. A 16 h. 30 regoit par voie veineuse 1 c. c. 5 de la solution Ticunas 
(correspondant donc a 7 milligr. 5 de ce curare brut); en deux minutes, 
paralysie compléte et mort en six minutes (total des doses de curare Grii- 
bler : 145 cent. cubes de la solution, correspondant A 75 milligrammes de 
curare brut). 

Chien G-2 (7.500 grammes, male). — Regoit par voie veineuse 10 cent. cubes 
de la solution Griibler (soit 50 milligrammes de curare brut); tremblements 
violents; dos arqué; rigidité des quatre pattes; léger opisthotonos. Ces 
symptomes commencent a s’'atténuer aprés guatre minutes; ils sont rem- 
placés par une parésie légére du train postérieur, disparaissant elle-méme 
en dix minutes. 


Devant ces résultats nous avons abandonné l'étude du curare 


Gribler trop peu actif, limitant nos recherches 4 notre curare 
de Ticunas et au curare Pointet. 


I]. — Erupe& IMMUNOLOGIQUE. 


Nous avons d’abord recherché la présence d’anticorps fixa- 
teurs du complément en présence de nos deux curares dans le 
sang d’animaux ayant regu une série d’injections de l'un ou de’ 
Vautre de ces poisons. Ce premier point établi, nous avons 
étudié le pouvoir fixaleur de ces mémes sérums en relation avec 
le venin du grand crapaud sud-américain, le Bufo marimus. 

Comme animaux d’expérience nous avons pris trois chiens. 
Deux ont recu du curare de Ticunas et un du curare Pointet.. 
Les injections ont été faites par voie veineuse 4 des intervalles'’ 
de trois & quatre jours. Les animaux ont parfaitement supporté 
lexpérience, sans présenter d’amaigrissement notable. 
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Les deux tableaux suivants résument cette immunisation. 


Tasieau J. — Immunisation du chien avec le curare Ticunas (injec- 
tions intraveineuses dune solution contenant 5 milligrammes 
par centimétre cube). 


CHIEN T-1 curren T-2 


Bad ae (male, 9.000 grammes) (male, 7.500 grammes) 


2 avril 1929. . . .|0 c.c. 5 (parésie posté-|41 cent. cube (parésie des 

rieure et légére asthénie| quatre pattes et asthénie 

disparaissant en quinze| disparaissant en quinze 

minutes). minutes). 

avril 1929. . . |1 cent. cube (parésie ac-|1 cent. cube (mémes symp- 

cusée des quatre pattes;| tdmes). 

asthénie el dyspnée du- 

rant quinze minutes). 

avril 1929. . . .|1 cent. cube (mémes symp-|1 cent. cube (mémes symp- 

tomes). tomes). 

mai 1929. . . .|1 cent. cube (mémes symp-|1 cent. cube (mémes symp- 

tomes). tomes) 

mai 1929 . . . ./1 cent. cube (mémes symp-|1 cent. cube (mémes symp- 

tomes). tomes). 

mai 1929 . . . .|/Ponction cardiaque (20 cent.|Ponction cardiaque (20 cent. 

cubes de sang). Injection} cubes de sang). Injec- 

de 1 cent. cube de solu-| tion de 4 cent. cube 

tion(mémes symptomes).| (mémes symptdémes). 

mai 1929. . . ./lc.c 5 (paralysie des quatre]1 c.c. 5 (paralysie des 

patles et des muscles de] pattes et des muscles 

Ja nuque. Trés forte dyspnée.} de la nuque. Dyspnée 

Rétablientrente minutes.} trés forte. Rétabli en 

trente minutes. 

mai 1929... .|| c.c. 5 (mémes symp-|}1 cent. cube (mémes symp- 
témes). tomes). 

mai 1929 . . . .|Ponction cardiaque (20 cent.|Ponction cardiaque (20 cent. 
cubes de sang). Au total:| cubes de sang). Au total: 
8 c.c. 5 de solution, cor-| 9 cent. cubes de solu- 
respondant 4 42 milligr.5] tion, correspondant a 
de curare brut, divisés| 45 milligrammes de cu- 
en huit injections. rare brut, divisés en huit 

injections. 


TECHNIQUE DE LA REACTION DE FIXATION DU COMPLEMENT. — Nous 
avons étudié comparativement les sérums frais et les sérums 
chauffés 4 56° C. La technique générale a été identique a celle 
employée dans un travail précédent (1) sur le venin des Batra- 
ciens ; elle comporte les éléments suivants : 


1, Antigenes : a) Solution de curare Ticunas dans l'eau physiologique, pré- 
parée avec 0 milligr. § par centimétre cube; 4) solution de curare Pointet 
dans l'eau physiologique, préparée avec 1 milligramme par centimétre cube. 


(1) Boletin do Inst. Vital Brazil, n® 7, mars 1929; Zeitschr. f. Immunitéts- 
forschung, 1929, Bd. 63. 
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Tasceau Il. — Immunisation du chien avec le curare Pointet 
(injections veineuses d'une solution a 4 p. 100). 


Ayreaaes cHiEN P-| 
(male, 10 kilogrammes) 


a 


DOVAVTUE G2 See etns eee: 2 cent. cubes (paralysie des pattes et de la 
nuque; trés forte dyspnée; rétabli en trente 
; minutes). 
avril 1929 c.c. 5 (forte parésie des quatre pattes; 
asthénie générale: dyspnée légére; rétabli 
é en quinze minutes). 
avril 1929 c.c. 5 (mémes symptémes). 
mai i929... .. . .|/1¢.c. 5 (mémes symptdémes). 
mai 1929 . c.c. 5 (mémes symptomes). 
c. 5 (mémes symptdmes). Ponction car- 


mai 1929 c 
i 


laque de 20 cent. cubes de sang avant 

injection. 

c.c 5 (mémes symptéomes). 
c.c. 5 (mémes symptomes). 

Ponclion cardiaque de 20 cent. cubes de sang. 
Au total 12 c.c. 5 de solution curare, cor- 
respondant 4 125 milligrammes de curare 
brut, dans huit injections. 


‘) 


Il. Sérums ;: a) Examinés a l'état frais, le jour méme de la saignée, sans 
inactivation préalable ; 6) examinés le jour de la saignée, aprés avoir été 
chauffés pendant trente minutes au bain-marie a 56° C., sans dilution préli- 
minaire. 

lI1l. Complément : Représenté par le mélange du sérum de divers cobayes 
males saignés la veille de la réaction aprés un jetine de vingt-quatre heures. 

IV. Systéme hémolytique : Constitué par des ambocepteurs cheval-anti- 
mouton (titre 4 1/10.000) et une suspension de globules de mouton a 5 p. 100 
dans l’eau physiologique, utilisée 4 la dose fixe de 0c. c. 2. 


Avant les réactions, dosage de l’unité hémolytique de l’ambo- 
cepteur anti-mouton, en présence de 1 cent. cube de complément 
dilué & 1/20 et de 0c. c. 2 de la suspension des globules. Dans 
les réactions, les hématies de mouton sont sensibilisées avec 
5 unités hémolytiques. Pour chaque antigéne l’unité de com- 
plément est aussi déterminée. Dans les épreuves définitives 
nous avons employé cette méme unité complémentaire accrue 
de 0 c. c. 1 de complément & 1/20. Incubation primaire de 
soixante minutes au bain-marie & 37° C. ; addition du systeme 
hémolytique (globules sensibilisés); seconde incubation de 
trente minutes & 37° C. et lecture des résultats. 

Nous avons d’abord vérifié dans les deux antigénes l'absence 
totale de propriétés hémolytiques pour les globules de mouton. 
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L’unité de complément, peu différente pour nos deux curares, 
a toujours été trés faible (0c. c. 140 ¢. c. 3 survant lactivité 
de chaque complément). 

Les tableaux suivants résument les résultats obtenus avec 
chaque anti-sérum et Jes antigenes Ticunas et Pointet six jours 
aprés la derniére injection du curare aux animaux. 

Un premier dosage, fait aprés cing injections seulement, 
avait donné des résultats inférieurs. Les réactions avec les 
sérums actifs se sont montrées plus sensibles que celles des 
sérums chauffés. Les doses élevées de ces trois sérums non 
chauffés hémolysaient fortement par elles-mémes les globules 
de mouton, mais les petites doses nous ont permis d’apprécier 
tres exactement le degré de fixation. Aprés chauflage, les 
sérums T-1 et T-2 sont devenus anli- -complémentaires et n’ont 


pas permis de lire les résultats avec des doses supérieures & 
Oc. c. 4. 


TasLeau II]. — Fixation du complément avec le sérum Jicunas-/ ('T-4). 


SR RSE SE AS SE A TSS EE SSS SEE CE IIE IE 


skRuM T-1 
ANTIGENE ANTIGENE 
Rrcnning Daan non chauffé chauffe 4 56° C 
en cent. cube jen cent. cube 
Bose Résultat Dose Résultat 


en cent. cube en cent. cube 


0,2 0,2 
0,2 Disa] 
0,2 0,04 — 0,04 +--+ 
0,2 0,02 + 0,02 Smad 
0,2 0,04 ae 0,04 -=— 
0,2 0,2 — 
0,2 0,1 a 
0,2 0,04 — 0,04 — 
0,2 0,02 an 0,02 — 
0,2 0,04 — 0,01 — 
Lecture des résultats : —, hémolyse totale; ++, hémolyse presque totale; +, hémo- 


lyse tres avancée; ++, hémolyse partiale; ++ 4, hémolyse initiale; }+-+-+-++,. absence 
Vhémolyse. 


Les résultats ci-joints permettent de faire quelques considé- 
rations intéressantes. 


[ls mettent d’abord en évidence les propriétés antigéniques 
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TasLeau IV. — Fixation du complément avec le sérum Jicunas-2 (T-2). 


séirnum T-2 


ANTIGENE ANTIGENE |—— 


Ticunas Pointet non chauiié chauffé & 560 C 


‘f en cent. cube Jen cent. cube 
Dose 


4 Dose 
en cent. cube} Résultat Résultat 


en cent. cube 


ocooeco coocoom 


Tasteau V. — Fixation du complément avec le sérum Pointet-4 (P41). 


sERUM P-1 


ANTIGENE ANTIGENE 
Treunas Pointet non chautlé chauffé a 56°C 
en cent. cube jen cent. cube 


Dose Dose 
en cent. cube} Résultat fon cont. cube] Résultat 


de nos deux curares. Le sérum de chacun de nos animaux a 
montré un pouvoir fixateur trés net vis-a-vis des deux anti- 
genes; encore faible au premier dosage, ce pouvoir fixaleur a 
été considérablement renforcé A la suite des trois deruiéres 
injections de curare. 

Fait intéressant, les trois sérums, quel que soit l'antigene 
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ayant servi & immuniser les animaux, ont donné des résultats 
beaucoup plus accusés avec l’antige¢ne Ticunas. Le sérum du 
chien P-I (anti-Pointet) s’est méme montré un peu plus actif 
pour cet antigéne que le sérum des deux autres chiens immu- 
nisés avec le curare Ticunas. 

Vis-a-vis de l'antigéne Pointet, les sérums P-I (anti-Pointet) 
et T-II (anti-Ticunas II) se sont encore comportés de fagon 
presque identique, l’anti-sérum T-I étant un peu moins actif. 
Ces petites différences sont de l’ordre des variations indivi- 
duelles. 

Les deux curares étudiés, lout en provoquant presque au 
méme degré la formation d’anticorps, sinon semblables, tout au 
moins traés proches, possédent ainsi des capacités fixatrices 
différentes, le curare des Ticunas se montrant 4 ce point de vue 
trés supérieur au curare Pointet. 

D’autre part, aucun de nos sérums ne neutralise |’action 
toxique de ces curares, méme aprés une heure de contact zn 
vitro entre 1 cent. cube de sérum et une dose minima mortelle 
de curare. 

Les propriétés antigéniques ne sont donc pas propres au 
poison total, mais seulement & une certaine fraction. Les 
fixations croisées semblent indiquer de plus que dans les deux 
curares les propriétés antigéniques sont liées 4 des substances 
trés voisines ou identiques. 


III. — ReEvations IMMUNOLOGIQUES 
ENTRE LE CURARE ET LE VENIN DE Bufo marinus. 


L’apparilion d’anticorps fixateurs du complément & la suite 
d’injections répétées de curare étant un fait bien établi, nous 
avons recherché les relations qui peuvent exister entre ces anti- 
corps et le venin de l’espéce de crapaud la plus répandue en 
Amérique du Sud, le Bufo marinus. 

Les propriétés antigéniques de ce venin ont été elles-mémes 
étudiées dans un travail antérieur déja cité. Le pouvoir fixa- 
teur des animaux ayant recu plusieurs doses méme trés faibles 
de ce venin est élevé et striclement spécifique. Aprés cing 
injections veineuses (au total 1 milligr. 5 de venin), le sérum 
d’un chien fixait nettement le complément a partirde 0 c.c. 04, 
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mais il était sans action sur celui d’autres espéces trés voisines 
de Bufo marinus. 

Nos trois sérums (trois Ticunas et un Pointet), chauffés ou 
non, ont été essayés avec le venin de cette espéce. Comme anti- 
géne, nous avons utilisé une solution récente dans l’eau phy- 
siologique, contenant 0 milligr. 33 de venin sec par centimetre 
cube. Cet antigéne a été employé & Ja dose de 0c. c. 2, lunité 
de complément utilisée aprés titration préalable ayant été 
0 c.c. 2 dune solution & 1/20. Le tableau suivant montre les 
résultats obtenus. 


TasLEau VI. — Fixation du complément entre le venin de 8ufo marinus 
et les sérums anti-curare (Ticunas et Pointet). 


RESULTATS AVEC 
DOSES a 


de 
sérum Sérum T-1 Sérum T-2 Sérum P-1 
en 


cent. cube SG 


non inactivé non chauffé inactivé | non chauffé| iuactivé 


= 
+ 


Avec les sérums actifs fortement hémolytiques par eux- 
mémes, aucune fixation n’a pu étre observée; l’hémolyse a seu- 
lement été retardée. 

Apres inactivation, deux sérums (P-4 et T-2) ont fixé faible- 
ment mais de facon nette le complément a partir de 0 c. c. 04. 
Le sérum T-1 s’est encore révélé un peu moins aclif. Les pou- 
voirs empécuants de ces trois sérums inactivés vis-a-vis de 
Vhémolyse n’ont pas permis la lecture des réactions avec des 
doses élevées. 

Etant donnée la spécificité stricte, déja signalée, des fixations 
avec le venin de Bufo marinus, ce résultat positif ne peut 
s’expliquer que par la présence de ce venin dans les deux 
curares étudiés. . 

La proportion de ce venin dans nos curares est cerfainement 
petite. D’abord la fixation avec cet antigéne est relativement 
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faible, beaucoup plus faible qu’avec les curares eux-mémes, 
montrant que d’autres éléments possédant des propriétés anti- 
eéniques entrent dans la composition de ces poisons. Et surtout 
Vaction physiologique du venin de Bufo marinus dilfere com- 
pletement de celle du curare. 

Le venin de ce crapaud détermine chez les animaux auxquels 
on l’injecte une phase initiale d’excitation et de convulsions. 
toniques, suivie d'une période tardive de paralysie flasque et 
d’anesthésie; il éléve la pression artérielle, provoque une 
bradycardie initiale considérable, suivie de tachycardie, 
d’arythmie, puis d’une fibriilation ventriculaire. 

Le curare, injecté a doses élevées peu de temps avant le 
venin de Bufo marinus, se comporte jusqu’a un certain point 
comme un antagoniste de ce dernier, diminuant ou supprimant 
la période de convulsions et de contractures, et retardant un 
peu la mort; mais il ne sauve pas les animaux. Injecté en méme 
temps que le venin de crapaud, il diminue seulement |'inten- 
sité et la durée de la phase de convulsions sans |’éviler entié- 
rement, méme avec des doses infra-mortelles du venin. | 


Chien T-7 (7.500 grammes, male). — Injection veineuse de 14 c. c. 5 de solution 
de curare de Ticunas (correspondant a 7 milligr. 5 de curare brut), 10 milli- 
grammes de venin sec de Bufo marinus. En une minute : contractures géné- 
rales violentes, opisthotonos. En deux minutes : les contractures ont A peu 
prés disparu; paralysie flasque de tout le corps avec abolition totale de la 
sensibilité et des réflexes. En trois minutes : mort aprés quelques convul- 
sions toniques. 

Témoin (Chien de 6.000 grammes). — Recoit 10 milligrammes de venin sec de 
Bufo marinus par voie veineuse. Convulsions toniques immédiates, trés vio- 
lentes, suivies de relachement musculaire généralisé. Mort en deux minutes 
quarante-cing secondes. 

Chien T-8 (6.500 grammes. male). — Recoit par voie veineuse 4 c. c. 5 de solu- 
tion de curare Ticunas (correspondant a4 7 milligr. 5 de curare brut) ; 5 milli- 
grammes de venin see de Bufo marinus. Reste immobile pendant 2 minutes, 
puis présente une parésie postérieure progressive. En trois minutes : raideur 
notable des muscles des pattes et de la nuque. En cing minutes : paralysie 
flasyue du train postérieur avec conservation partielle de la sensibilité 
affaiblissement progressif de la voix. En sept minutes : rigidité tres accu 
sée de la nuque; respiration accélérée, haletante. En huit minutes : 
crise de violentes convulsions toniques; fibrillation ventriculaire et mort en 
dix minutes. 

Témoin 2 (chien de 17.000 grammes). — Recoit par voie veineuse 5 milli- 
grammes de venin sec de Bufo marinus. En une minute ; irritation généra- 
lisée. En quatre minutes : tombe avec une crise de contractures violentes: 
opisthotonos: anesthésie du train postérieur. En six minutes : rigidité des 
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pattes et de la nuque, respiration trés accélérée, irréguliére. En sept minutes 
nouvelle crise de contractures violentes. Mort en huit minutes. 

Chien T-9 (9.000 grammes, male). — Recoit par voie veineuse 2 cent. cubes 
de solution de curare Ticunas (correspondant A 10 milligrammes de curare 
brut) et, quatre minutes plus tard, toujours par voie veineuse, 10 milli- 
grammes de venin de Bufo marinus (pesé & |’état sec). Légére excitation ini- 
tiale. Deux minutes aprés linjection de curare, paralysie flasque de tout le 
corps. Aussitot apres linjection de venin de Bufo, série de fortes secousses 
musculaires dans tout le corps, plus accusées dans le train antérieur ; respi- 
ration lente et profonde. Une minute aprés l’injection du venin : paralysie 
flasque totale. En deux minutes : abolition des réflexes oculaires; le ccour 
est a peine perceplible. Mort six minutes aprés injection du venin (dix 
minutes aprés celle du curare)a la suite de quelques secousses musculaires: 
fibrillation des muscles de la face et des muscles peauciers. 

témoin 3 (chien de 8.000 grammes). — Injection de 2 cent. cubes de solution 
Ticunas par voie veineuse. Paralysie flasque totale en deux minutes. Mort en 
neuf minutes. 

Témoin 4 (chien de 6.000 grammes). — Injection de 10 milligrammes de 
venin de Bufo marinus (pesé 4 l’état sec) par voie veineuse. Convulsions vio- 
lentes. Mort en deux minutes quarante-cing secondes. 

Chien T-10 (6.000 grammes, femelle). — Injection par voie veineuse de 
2 milligr. 5 de venin de B. marinus et. cinq minutes plus tard, injection de 
4 cent. cube de solution Ticunas, aussi par voie veineuse. En une minute : 
forte agitation, suivie de parésie progressive postérieure sans contractures. 
En deux minutes : paralysie postérieure avec contractures. En trois minutes: 
diminution progressive de la voix. En six minutes (soit une minute aprés le 
curare) : parésie des quatre pattes, sans contractures. En sept minutes (soit 
deux minutes aprés le curare) : crise de contractures violentes, opistho- 
tonos, suivies de paralysie flasque et d’anesthésie postérieure. En vingt 
minutes (soit quinze minutes apres le curare) : nouvelle crise de contractures 
toniques ; phase d’apnée de quarante-cing secondes. En trente minutes : 
commence & remuer les pattes. En soixante minutes: a peu prés rétabli, 
seule persiste une parésie notable du train postérieur, accompagnée d'une 
diminution notable de la sensibilité. 

Témoin 5 (chien de 8.000 grammes). — Injection veineuse de1 c. c. 5 de solu- 
tion de curare Ticunas. En deux minutes : paralysie totale, commencant a 
céder en huit minutes. Rétabli en trente minutes. 

Témoin 6 (chien de 6.500 grammes). — Injection par voie veineuse de 2 milligr. 5 
de venin de B. marinus (pesé & Yétat seci. En une minute : forte agitation 
suivie de parésie progressive. En deux minutes : l’animal tombe avec de 
violentes convulsions toniques. En trois minutes : paralysie flasque du train 
postérieurt avec légére raideur et hyperesthésie du train antérieur. En six 
minutes : violentes convulsions toniques, ospithotonos, vomissements, émis- 
sion d'urine et de feces. En huil minutes : paralysie flasque du train poste- 
rieur, paralysie avec contractures du train antérieur; cet état persiste sans 
modification durant dix minutes. En quinze minutes : l’animal ébauche 
quelques mouvements des pattes. En dix-huit minutes : réussit a se soulever 
sur le (rain antérieur. En trente minutes : Ja rigidité du train antérieur com- 
mence a céder; train postérieur légerement paralysé. En soixante minutes : 
A peu prés rétabli, sauf une parésie notable du train postérieur. 
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CONCLUSION. 


Dans ces expériences, la réaction de fixation du complément 
s'est montrée un procédé d’analyse tres délicat, permeltant de 
déceler dans le curare l’existence d’éléments impossibles de 
mettre en évidence par les méthodes chimiques ou physiolo- 
giques. 

Kn plus des propriétés antigéniques marqué+s du curare, ces 
recherches ont démontré la complexité de ces poisons. 

Les deux curares étudiés paraissent constitués par deux 
fractions principales : une fraction, probablement d’origine 
végétale, dépourvue de propriétés antigéniques, qui n’est pas 
neutralisée par le sérum des animaux ayant recu une série 
d’injections de curare, et qui donne au curare sa toxicité et ses 
principales propriétés physiologiques ; et une seconde fraction 
possédant des caractéres des protides, antigénique et provoquant 
la formation d'anticorps fixateurs du complément. 

Cette seconde fraction est également complexe. Le venin de 
lespéce de crapaud la plus répandue en Amérique du Sud, le 
Bufo marinus, est un de ses éléments constitutifs, ainsi que le 
montre le degré de fixation du complément par les mélanges 
de cet antigéne et le sérum d'animaux ayant recu des injections 
répétées de curare. 

Malgré leurs propriétés physiologiques assez différentes, les 
deux curares étudiés contenaient tous deux des éléments com- 
muns permettant d’obtenir d’intéressantes fixations croisées. Le 
venin de B. marinus cst un de ces éléments communs. 

Ni le venin de crapaud, ui les autres éléments anligéniques 
n’ont une grande influence sur les propriétés physiologiques de 
nos deux curares, soit que leur action soit masquée par celle 
d'autres éléments, soit que les procédés de préparation de ces 
poisons, en particulier la cuisson signalée par quelques voya- 
geurs, aient détruit ou alténué leurs propriétés. Il faut cepen- 
dant remarquer que les propriétés toxiques et antigéniques des 
solutions du venin de B. marinus résistent bien plus de quinze 
minutes & une température de 100° C. 

Parmi les autres éléments antigéniques du curare doivent 
entrer divers venins ou des macérations d’animaux, employées 
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soit pour leurs qualités venimeuses réelles, soit dans un but en 
quelque sorte symbolique, fait trés fréquent chez les Indiens- 
Dans plusieurs tribus sud-américaines, par exemple, les aiguil- 
lons de certaines espéces de fourmis ou de guépes, dont la piqtre © 
est trés douloureuse, entrent dans ja fabrication des amulettes 
pour rendre plus douloureuses et plus graves les blessures faites 
par l’Indien & ses ennemis. De méme certains insectes trés agiles 
servent a rendre le propriétaire de l’amulette invincible 4 la 
course ou insensible a la fatigue. 


RECHERCHES SUR LA FIXATION ; 
DU PRINCIPE LYTIQUE DIT « BACTERIOPHAGE » 


par Witty MUTSAARS. 


A. — De la fixation du principe lytique, 
dit « bactériophage », sur les microbes sensibles. 


En 1921, Gratia [4] constata la diminution de lactivité du 
bactériophage par contact avec de grosses quantités de mi- 
crobes. Il l’attribua & une fixation du principe sur les protéines 
microbiennes, c’est-i-dire & une action physico-chimique. I] 
compara le phénoméne & celui que J. Loeb [2] a observé dans 
ses recherches sur la parthénogénése expérimentale, lorsqu il 
faisait agir l’acide aclivant sur des masses d’ceufs trop grandes. 
Quant a d’Hérelle [3], il interpréta ses propres observations de 
fixation du bactériophage comme étant l’expression de ‘la péné- 
tration active du virus bactériophage 4 l’intérieurdes microbes. 
Or, Jaumain et Meuleman [4} ont constaté que la fixation se 
faisait aussi bien sur des microbes tués par la chaleur. Ce fait 
rendait l’interprétation de d’Hérelle plutét difficile, sans toute- 
fois ’exclure. Aussi nous a-t-il paru intéressant de rechercher 
si un principe lytique inactivé pouvait encore se fixer sur les 
microbes tués, ce qui éliminerait évidemment toute fixation 
acquise du bactériophage. Une telle recherche, malheureuse- 
ment, pouvait paraitre & premiére vue impossible. Puisque, en 
effet, la fixation du bactériophage se mesure par la diminution 
de son activité, comment alors espérer mesurer la fixation du 
principe préalablement inactivé? 

Nous avons pensé tourner la difficulté en recherchant la fixa- 
tion du bactériophage inactivé par une méthode indirecte. 
Tout d’abord, ne pourrait-on, & la faveur d’une éventuelle 
fixation de substance lytique inactivée sur une émulsion micro- 
bienne, saturer cette émulsion et la rendre dés lors inapte & 
fixer encore du bactériophage actif? Mais avant cela il impor- 
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tail de rechercher si l’on arrive & saturer une émulsion micro- 
bienne tuée avec du principe, qu'il soit actif ou inachevé. 
Dans ce but, nous avons tenté l’expérience préliminaire qui 
consistait & soumettre une méme émulsion de staphylocoques, 
tués par le chauffage & 62°, 4 des contacts répétés avec du prin- 
cipe B. H. actif, chaque fois renouvelé, jusqu’é ce que le 
contact avec une nouvelle quantité de principe lytique ne 
détermine aucune diminution du titre de ce dernier. 


Expérience I. — Prenons du principe B. H. qui se montre actif jusqu’aA 
40 —8 inclus. A 5 cent. cubes de ce principe, nous ajoutons X gouttes d’une 
suspension de staphylocoques tués. Nous laissons pendant trente minutes a 
létuve, puis nous centrifugeons et titrons le liquide surnageant. 


BH avant contact 
aveCoH..b.-<). 
BH aprés contacl 
avec Hi (la fixation). 


Le titre du principe a donc diminué considérablement. Reprenons le culot 
de microbes et ajoutons-y une! nouvelle quantité de bactériophage B. H., 
nous constatons cette fois encore que le taux du principe lytique a diminué 
dans les mémes proportions que lors du contact des staphylocoques avec la 
premiére fraction de B. H. Nous pouvons ainsi faire subir aux mémes sta- 
phylocoques cing contacts successifs avec des fractions fraiches de principe 
et enlever a celui-ci chaque fois la méme quantité de bactériophage. 


Le pouvoir fixateur des microbes n’a donc pas diminué 
malgré cing contacts répétés avec du principe frais. Bien qu’a 
chaque contact l’émulsion microbienne laisse toujours le méme 
reliquat de principe libre, elle est toujours capable de fixer 
encore de nouvelles quantités importantes de substance 
lytique. 

Nous ne parvenons donc pas & obtenir de saturation de 
Vémulsion. Quant a la persistance d’un reliquat, toujours le 
méme, de bactériophage libre, elle semble établir qu’au-dessous 
d’une certaine concentration le principe ne se fixe plus. C’est 
d’ailleurs ce que confirme |’expérience inverse qui consiste & 
rechercher si l’on peut épuiser complétement un méme échan- 
tillon de principe lytique de tout le bactériophage qu'il contient 
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par des contacts répétés avec des émulsions fraiches de staphy- 
locoques tués. 


Expkrience I]. — Prenons 25 cent. cubes de principe B. H., dilué a 10—!. 
Ajoutons & ce liquide L gouttes d’une suspension de staphylocoques H. tués.- 
Aprés trente minutes de contact a I’étuve, nous centrifugeons et titrons le 
liquide surnageant. A 20 cent. cubes de ce liquide, nous ajoutons XL gouttes 
de la suspension de staphylocoques; nouveau contact de trente minutes, 
nouvelle centrifugation, nouveau titrage. Nous répétons ces manceuvres cing 
fois en respectant les proportions entre le liquide lytique et les microbes. 
Nous avons ainsi 5 titrages d’un principe lytique B. H. qui a été soumis aux 
contacts successifs de 5 doses de staphylocoques tués. 


ALO as ler Obes! MDS Ol: ale a 


Témoin... 


Gontacth is 
Gontactrer 
Contact 3... 
Contact ze 2: 
Contactiow a. 


Malgré ces contacts répétés, nous ne sommes donc pas par- 
venus & épuiser complétement l’activité du principe B. H. Une 
premiere fixation a fait diminuer considérablement son acti- 
vilé; mais ensuite celle-ci ne subit plus aucune modification. 
Il semble s’établir une sorte d’équilibre entre la combinaison 
microbes-principe fixé, d’une part, microbes-principe libre, 
d’autre part. Cette constatation, qui rappelle les équilibres 
d’adsorption et que nous retrouvons d’ailleurs plus loin pour 
les combinaisons principe lytique-sérum antilylique, plaide 
plus en faveur d’une fixation d’ordre physico-chimique que 
d’une pénétration active du virus, car on ne voit pas pourquoi 
les derniers individus de virus encore libres et actifs seraient, 
eux, inaptes & pénétrer dans Jes microbes sensibles. Malheu- 
reusement, l’échec de la tentative de saturation des microbes 
tués par le principe lytique actif fait prévoir le résultat négatif 
de l’essai de saturation par le principe inactivé. 


Expérience II]. — Malgré des contacts répétés avec du principe B. H. 
chauffé, les microbes ainsi traités provoquaient ensuite la méme dimi- 
nution du titre du principe lytique actif, que provoquaient des microbes ayant 
subi les mémes contacts répétés avec du bouillon ordinaire (B. O.). 


Staphyl. + 5 contacts avec 
BH eons 6° contact 
avec BH 10 —! actif. . . ——— 

Staphyl. + 5 contacts avec ss ef alee ic 
BO 6 contact avec BH 


10> ectit sa poiel een fee 


L’échec de nos tentatives de saturation, tant par le principe 
inactivé que par le principe actif, rend cette méthode impropre 
a la recherche que nous proposions. 

Nous avons alors utilisé une méthode mettant en jeu les 
propriétés antigénes du bactériophags. Des microbes, mis au 
contact de principe lytique inactivé par chauffage, puis lavés 
et injectés 4 un animal, sont-ils capables de provoquer l’appa- 
rition de substances antilytiques? Tel était le principe de la 
méthode. Mais avant de l’appliquer il importait de vérifier les 
trois points suivants : 1° la température a laquelle le principe 
employé était stirement inactivé ; 2° si le bactériophage ainsi 
inactivé par la chaleur conserve son pouvoir antigéne; 3° si le 
principe fixé sur les microbes ne s’en détache pas au cours des 
lavages. 

1° La température 8 laquelle un principe est définitivement 
inaclivé est une question qui divise les expérimentateurs. 
D’Hérelle [5] fait observer avec raison |’importance des tech- 
niques : il n’est pas indifférent dinclure le principe dans des 
tubes capillaires scellés ou des tubes a essais, d’utiliser des tubes 
scellés immergés ou des tubes en communication avec lair 
libre ; enfin il est inutile de faire remarguer l’importance de la 
durée de chauffage. D’Hérelle [3] déclare que « l’ultramicrobe 
bactériophage » est tué par un séjour de trente minutes & la 
température de 65°; cependant (6] il note qu’un principe anti- 
shiga résiste au chauffage 4 65° pendant trente minutes. Ulté- 
rieurement [5], il abandonne la température de 65° pour 
adopter celle de 75°, en déclarant que la destruction des cor- 
puscules est précédée d’une altération de virulence. Gratia et 
Jaumain [7], étudiant la dualité du principe lytique du coli- 
bacille et du staphylocoque, constatent que le principe anticoli 
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résiste & un chauffage de trente minutes & 65°; le principe anti- 
staphylococcique est inaclivé & 61-62° (trente minutes). Bruy- 
noghe et Maisin [8] déclarent que l’agent lytique du staphylo- 
coque supporte le chauffage & 70° durant une heure; de 
Necker [9], pour un bactériophage de d’Hérelle, indique une 
inactivation & 70° (trenle minutes). Tchang-Kovo-Ngen et 
Wagemans [10] indiquent que tous les principes ne résistent 
pas d’une facon égale au chauffage. En ce qui concerne nos 
expériences, nous avons constaté que le principe B. TH. en 
tubes ordinaires scellés et complétement immergés pendant 
une heure & 62° n’inhibe plus la culture du staphylocoque H. 
Cette culture filtrée est introduite & raison de V gouttes dans 
un tube et ensemencé par! goutte de staphylocoque H. Aprés 
trois passages, le principe a récupéré son activité; il n’en est 
pas de méme si l’on utilise un principe chauffé a 65°. Dix pas- 
sages pratiqués avec un lel liquide ne permettent de déceler 
aucun retour d’activité. Pour plus de sécurité, nous avons 
utilisé le B. H. chauffé pendant une heure a 68°. En ce 
qui concerne la seconde condition, voyons ce que disent les 
auteurs. 

2° Asheshow, en 1923, provoquait l’apparition d’anticorps 
spécifiques en utilisant un principe anti-Flexner chauffé a 75°. 
Emile Weiss obtient le méme résultat avec un staphyphage 
chauffé [41]; Schultz, Quigley et Bullock [12] chauffent un 
staphyphage 4 80° pendant une heure et contrairement aux 
résultals des autres auteurs constatent que ce principe n'est 
plus antigéne. Comme on le verra plus loin, nous n’avons pas 
confirmé cette opinion négative. 

3° Enfin, quant a la troisiéme condition, il importait de véri- 
fier, au cours d’une expérience préliminaire, que du principe 
actif fixé sur les microbes résistait aux lavages répétés. 


Expérience IV. — A cet effet, on prépare une suspension épaisse de sta- 
phylocoque doré H. enreprenant par 3 cent. cubes d'eau physiologique une 
culture de vingt-quatre heures dun grand tube de gélose inclinée. Cette sus- 
pension épaisse est chauffée une heure a 62°. On en place 5 cent. cubes au 
contact de 45 cent. cubes de principe B. H. actif dont on a titré préalable- 
ment l’activité (actif jusqu’a la dilution 10 —9 inclus). On laisse les microbes 
au contact du principe pendant vingt-quatre heares a la température du labo- 
raloire. On centrifuge ensuite et on titre le liquide surnageant. Ce liquide 
est décanté et rejeté. 


Le culot de microbes est repris dans un peu d’eau physiologique et trans- 
porté dans un nouveau tube oti on le suspend dans 50 cent. cubes d'eau 
physiologique. On centrifuge ensuite aprés agitation, on titre le liquide 
surnageant (premiére eau de lavage). On répéte ces opérations de facon a 
laver les microbes quatre fois. 

Les résultats des titrages des eaux de lavages successives nous donnent : 


MOc= 3.00 


Premiére eau de lavage . - fees te) See alae Je 
Deuxiéme eau de lavage.) — — —| +++ |44+/++4+4/4+4 
Troisiéme eau de lavage.) — — —| +++ /44+4+]4+4+4/4+44 
Quatriéme eau de lavage.| +++ | +++ |+++4+]+4+4+)]/4+4++ 


La quatriéme eau de lavage est recueillie, les staphylocoques sont remis 
en suspension une cinquiéme fois dans 50 cent. cubes d’eau physiologique- 
Nous injectons alors 4 un Japin (A) cette suspension de staphylocoques et 
a un autre lapin (B) la quatriéme eau de lavage. Ces injections se font cing 
jours de suite dans la veine de J’oreille, 4 doses croissantes de 1 cent. 
cube le premier jour a 5 cent. cubes le cinquiéme jour. Nous faisons ainsi 
trois séries d’injections séparées par quatre 4 cing jours de repos. Six jours 
apres la derniére injection, on saigne les deux lapins; le sérum recueilli 
est chauffé a 56° (trente minutes). 

Si les staphylocoques que nous avons injectés au lapin A ont encore, 
malyré les lavages répétés, conservé du principe, il va de soi que le sérum 
de ce lapin possédera des propriétés antilyliques pour ce principe. Le 
Japin B est un témoin, il doit mettre en évidence l’absence de principe dans 
la quatriéme eau de lavage, ceci pour répondre a l’objection que la produc- 
tion de sérum antilytique chez le lapin A se serait faite grace a de petites 
quantités de principe qui n’ont jamais été fixées sur les microbes. Nous 
avons d’ailleurs vu qu’un titrage de cette qualrieme eau de lavage ne mon- 
trait plus d’action lytique. 

Le pouvoir antilytique des sérums A et B est alors éprouvé. On place 
respectivement 2 cent. cubes de chacun d’eux, ainsi que 2 cent. cubes de 
sérum de lapin normal, au contact de 2 cent. cubes de principe B. H. On 
laisse pendant trois jours puis on titre les trois mélanges. 


10-9 
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Sérum lapin B+ BH se oa Be ees = — 
Sérum lapin normal 


Le sérum de deux autres lapins trailés de méme facon (lapin A’ injecté de 
staphylocoques ayant séjourné au contact du B. H., lapin B’ injecté de la 
quatriéme eau de lavage) nous a donné : 


Serum lpi 2 BH. See oe ee “AE aE | 

Sérum lapin B’/ + BH.| — — —]|— — —] — — —! —— —]— — —|—— —|— — —| ——- = 

Sérum lapin normal 
BH 


BedBH 70 wire ete =| oa el Se ee eee 


La quatriéme eau de lavage n’a donné lieu 4 aucune pro- 
duction d’antilysine, elle ne contenait donc plus de principe, 
par contre la suspension de staphylocoques a fait apparaitre 
une antilysine active, grace au principe lytique fixé sur eux. 
Répétons maintenant la méme expérience avec du bactério- 
phage B. H. inactivé par chauffage. 


Exrérignce V. — Nous injectons a 5 lapins une suspension de staphylo- 
coques H. tués par la chaleur (une heure 62°), ayant séjourné vingt-quatre 
heures dans du principe B. H. inactivé par chauffage 4 68° (une heure). 
Comme dans l’expérience précédente, ces microbes sont lavés quatre fois. 
ensuite resuspendus en eau physiologique. Un sixiéme lapin témoin recoit la 
quatriéme eau de lavage. 

Les sérums sont recueillis, chauffés A 56° (trente minutes). On les met au 
contact de volumes égaux de principe B. H. actif, On laisse trois jours a 
l’étuve, ensuite on titre. 


10-1 | 40-2] 40-3] 10-4] 40-51) 40-6] 10-7] 19 —8 


Sérum lapin 4 injecté 
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Sérum lapin témoin 
(quatriéme eau de 
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Les sérums fournis par les quatre autres lapins traités de méme facon 
que le lapin 4 ont donné des résultats comparables A celui du sérum du 
lapin 1. 


L’injection & Vanimal d’une suspension de slaphylocoques 
tués ayant séjourné au contact de principe B. H. inactivé par 
la chaleur et soigneusement lavés a donc déterminé l’appari- 
tion d’un pouvoir antilytique. Le sérum de l’animal témoin 
(injecté de l'eau de lavage) n’a aucune action sur le principe. 
I] résulte donc des expériences précédentes que le bactério- 
phage inactivé peut se fixer comme le bactériophage actif sur 
les staphylocoques tués. Nous allons voir cette conclusion se 
vérifier en abordant le probleme d’une autre facon encore dont 
voici le principe. 

Du sérum antilytique verra, par suite d'un phénoméne de 
neutralisation, son titre antilytique diminuer par l’addition de 
bactériophage chauffé. Si & la méme quantité de sérum anti- 
lytique on ajoute la méme quantité que ci-dessus de bacté- 
riophage chauffé, mais préalablement trailé par des staphylo- 
coques tués sur lesquels il peut s’étre fixé, son titre antilytique 
sera forcément moins diminné. Les différences de titre anti- 
lytique entre les deux mélanges sus-dits, et qui sont l’expression 
de la quantité de bactériophage disparu par la fixation 
éventuelle, se mesureront par leur action neutralisante sur du 
bactériophage actif. 

Celte méthode comporte des expériences préliminaires et, 
avant tout, l’obtention d’un bon sérum antilytique. 


a) PR&PARATION DU SERUM ANTILYTIQUE. 


On Vobtient en faisant, 4 un lapin, trois séries de cing injec- 
tions de principe B. H. actif (& doses croissantes de 1 a 5 cent. 
cubes). On laisse reposer l’animal pendant quatre jours entre 
chaque série et on le saigne six jours aprés la derniére injection. 


6) Activité ANTILYTIQUE DE CE SERUM. 


Ce sérum est dilué au 1/100 avec de l'eau physiologique et 
ajouté au principe B. H. & raison de 0c.c. 1 par centimetre cube 
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principe actif, ce qui fait donc une dilution finale de 0 c. ¢. 004 
de sérum par cenltimétre cube de principe. Méme & cette dilu- 
tion étendue il réduit encore de fagon appréciable le pouvoir 
lytique du bactériophage. 

Le contact entre le sérum et le principe est de vingt-quatre 
heures & 37°. Le témoin est constitué par du sérum normal, 
également dilué au 1/100 et ajouté dans les mémes proportions 
au principe. Voici les résultats du titrage. 


10-6 | 40—7 | 40 —Sam 


Sérum antilylique BH : 
0 c.c. 001 par centi- ’ 4 
métre cube BH .. +44 })4+4+)]4++4++ 8 

Sérum normal 0 ¢c.c. 004 ' 
par centimetre cube BH ee 


c) Le principe chauffé, qui est antige¢ne comme nous l’avons 
vu plus haut, est-il capable aussi de s'unir avec les anticorps 
spécifiques du sérum antilytique ? 

Arnold et Weiss [43] déclarent qu’un principe lytique inac- 
tivé par la chaleur est encore capable de s’unir avec le sérum 
antilytique. Notons en passant Vopinion inverse de Schultz, 
Quigley et Bullock [12] qui déclarent qu'un sérum antistaphy- 
phage mis au contact du principe inactivé par la chaleur ne 
perd pas son pouvoir neutralisant. 


Expérrence VI. — Prenons du principe B.H.inactivé parlachaleur (une heure 
68°), plagons en 2 cent. cubes dans un tube (tube A). 

Dans un second tube (B) placons 2 cent. cubes du méme principe inactivé 
dilué a 10-4 dans du bouillon ordinaire. 

Un troisiéme tube (C) contient 2 cent. cubes d’eau physiologique (témoin). 

A chacun de ces trois tubes on ajoute du sérum antilytique Ala dose de 
1 p. 1.000. On laisse au contact pendant trois jours. On prend ensuite 4 cent. 
cube de chacun des tubes et l'on y ajoute 1 cent. cube de principe B. H 
actif cette fois-ci, dilué 410-1. On laisse au contact vingt-quatre heures a 
Pétuve et l’on titre. 
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Donec le sérum qui s'est trouvé au contact du principe 
inactivé non dilué a perdu en grande partie son pouvoir anti- 
lytique. Il n’en sera pas ainsi avec le méme principe chauffé, 
mais dilué a 10~‘, celui-ci n’étant plus assez concentré. Le 
sérum s'unit done a l’antigéne chauffé et cette union est démon- 
trable tout au moins si l’antigéne est présent en quantité suffi- 


sante pour que la diminution du taux antilytique puisse élre 
décelée. 


Ces faits ayant été préalablement précisés, nous pouvons 
aborder |’expérience principale : 


Exprérience. VII. — On ajoute (A) Adu principe B. H. inactivé (50 cent. cubes), 
5 cent. cubes de suspension épaisse de staphylocoques H. tués. A une autre 
portion (B) de 50 cent. cubes de B. H. inactivé, on ajoute 5 cent. cubes d'eau 
physiclogique. Aprés yingt-quatre heures de contact, on centrifuge le liquide 
A. On filtre ensuite les liquides A et B sur bougie Chamberland L3. On pré- 
léve 4 présent 2 cent. cubes de chacun des liquides filtrés et on y ajoute du 
sérum antilytique de facon a obtenir une dilution de 1 p. 4.000. 

On laisse au contact pendant trois jours 4 37°. A ce moment, on retire 
1 cent. cube de chacun des mélanges antigéne + sérum et on y ajoute 1 cent. 
cube de principe B.H, actif dilué 4 10 —}. 

Le liquide A doit, s'il y a fixation de l’antigéne lytique sur les microbes, en 
contenir moins que le liquide B qui n’a pas subi leur contact. 

Le sérum antilytique, ajouté 4 doses égales 4 chacun des liquides, trou- 
vera moins d’antigéne lytique ‘dans le liquide A que dans le liquide B. Le 
taux antilytique du mélange A + antisérum doit subir une diminution moins 
forte que celui du mélange liquide B. + antisérum. 

Par conséquent, le mélange A sera capable de neutraliser une plus forte 
quantité de principe B. H. actif que le mélange B. Aprés avoir laissé 
séjourner pendant vingt-quatre heures a 37°, le mélange A + principe B. H. 
aclif 10-1 et le mélange B-+ principe B.H. actif 10—1, titrons les deux 
tubes. 


Mélange A -+ BH 
EO pi MO HS ote 
Mélange B+ BH 
ACUI A Oba tice cee: = a 


Ainsi quil fallait s'y attendre dans le cas d'une fixation du 
principe chauffé, le mélange A s'est montré plus neutralisant 
envers le principe B. H. actif, dilué & 10—', que le mélange B. 
Au cours de quinze essais, nous avons ainsi obtenu onze fois 
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des différences allant de 4 tubes & 1 tube en faveur de A, mon- 
trant donc un pouvoir antilytique plus élevé de ce mélange ; 
quatre fois seulement, nous n’avons pas oblenu de différence. 
Onze fois sur quinze, nous avons pu mettre en évidence une 
fixation du principe B. H. inactivé sur le staphylocoque H. Cette 
fixation, comme celle du principe actif, est spécifique. Nous 
avons, en effet, répété cette expérience en utilisant, ala place du 
staphylocoque H, un B. coli également tué par chauffage. Pour 
éviter les répétitions, il suffit d’appeler liquide A’ le principe 
lytique B. H. inactivé dans lequel le B. coli a séjourné vingt- 
quatre heures, le liquide B’ étant le liquide témoin. Ces deux 
liquides subissent ensuite les mémes manipulations que les 
liquides A et B del’expérience précédente. Le résultat final des 
titrages, dans ce cas, a toujours été une égalité du pouvoir anti- 
lytique des mélanges A’ et B’; il n’y a aucune diminution du 
principe lytique antistaphyloceccique B chauffé lorsqu’au lieu 
d’étre ensuite mis en contact avec Je microbe correspondant 
il est mis en contact avec le microbe hétérologue, tel le B. colt. 

Les deux méthodes différentes que nous avons imaginées 
démontrent toutes les deux Ja fixation spécifique du bactério- 
phage tué sur les microbes correspondants tués. Il ne peut donc 
s'agir ici d'une pénélration active du virus bactériophage, mais 
bien d'une fixation physico-chimigue. 

Cette conclusion conlirme lhypothése émise par Gratia. 
Elle nimplique pas que le bactériophage soit pour ceia un 
principe inanimé et non un virus. Rien ne pronve, en effet, 
que les virus filtrables ne subissent pas les phénoménes 
d’adsorption aussi bien que les diaslases. 


B. — De la fixation du principe lytique 
sur le sérum antilytique. 


Au cours de la mise au point des expériences précédentes, 
nous avons eu l'occasion d’étudier certains aspects de la réac- 
tion principe lytique-sérum-anti correspondant. 


Tout d’abord, il importe de faire ici une remarque valable 


pour toules les expériences utilisant le sérum antilytique. Il 
arrive fréquemment que le tilrage d’un mélange de principe 
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lytique et d’un sérum anti fournisse un nombre de tubes non 
clarifiés considérable. C’est ainsi, par exemple, qu'un titrage 
principe lytique-+-sérum anti 3 p. 1.000 peut ne donner qu'un 
seul tube clarifié : celui ou le mélange est & la dilution de 10 —!, 
tous les autres, depuis 10—? jusqu’a 10-8, restant troubles. 
On pourrait imaginer que, seul, le tube 10 —' renferme du prin- 
cipe. Il n’en est rien : il suffit de déposer V gouttes de chacun 
des tubes dans des tubes de bouillon ordinaire et de porter 
ceux-ci & l’étuve pour constater que, non seulement le tube 
contrélé ensemencé avec le prélévement de la dilution 40-1, 
mais également les contréles des dilutions 10-2, 10-2 et 
10 —* restent parfaitement clairs ou se clarifient. Il importe 
donc de contréler chaque titrage comme nous venons de le faire, 
cest-a-dire en repiquant chacun des tubes du titrage en 
bouillon ordinaire. C’est ce qui a été fait pour toutes nos expé- 
riences. Ajoutons que les passages en série ne parviennent pas 
a faire récupérer au liquide de la dilution 10—* son activité 
lytique. Les résultats acquis aprés notre contrdle sont donc 
stables. 

Prausnitz (14|, Schultz, Quigley et Bullock [17], et Weiss [41 | 
ont tous observé que la neutralisation du bactériophage par 
le sérum antilytique s’effectue avec une certaine Jenteur. La 
température exerce également une influence, la neutralisation 
se faisant plus rapidement a 37° et méme & 56° qu’a 0°. 

Nous n’avons pas essayé de vérifier l’influence du temps et 
de la température; nous nous sommes toujours placé dans des 
conditions telles que l’on pouvait espérer une neutralisation 
maxima. 

Les tubes en expérience ont, en général, été maintenus 4 37° 
et titrés aprés au moins vingt-quatre heures de contact entre 
le sérum et le principe. A cette température, ce laps de temps 
est suffisant, pensons-nous, pour que le sérum ait pu déve- 
lopper tout son pouvoir neutralisant. En effet, des titrages faits 
aprés deux, trois, quatre, six et buit jours de contact ne nous 
ont pas révélé de neutralisation plus forte qu’aprés vingt-quatre 
heures de contact. 

Voici, par exemple, une série de titrages faits 4 des temps 
différents d’un mélange principe B. H.-++ sérum anti a5 p. 1.000. 
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Ces titrages nous indiquent donc que, du moins aprés un 
jour de contact avec le sérum anti, le taux du principe ne varie 
plus. On est en droit de croire que le sérum antilytique s'est 
uni entitrement avec le bactériophage. Cette union est-elle 
irréversible? C’est ce que nous examinerons plus loin en der- 
nier lieu. 

La réaction principe lytique-sérum antilytique, d’aprés 
Prausnilz, n’obéirait pas & la loi des « proportions définies ». 
S’il ajoute, en effet, & une quantité déterminée de principe 
lytique, une dose de sérum antilytique qui ne le neutralise 
pas complétement, il lui faudra ajouter ensuite, pour neutra- 
liser les derniéres portions de principe restées libres, des quan- 
tités de sérum antilytique proportionnellement beaucoup plus 
grandes que celles qui avaient suffi 4 neutraliser les premiéres 
portions. Nous pouvons, en somme, comparer cette observation 
de Prausnitz au phénoméne observé jaais par Ehrlich pour la 
réaction toxine-antitoxine. 

Arnold et Weiss [13], confirmés plus tard par Schultz, Qui- 
gley et Bullock [42], défendent, au contraire, l’opinion que la 
réaction principe lytique-sérum antilytique obéit & la loi des 
« proportions définies », A une quantité déterminée de prin- 
cipe, ils ajoutent des quantités décroissantes de sérum. S’il y 
a exces de sérum, il persiste un supplément d'action anti- 
lytique; inversement s'il y a trop peu de sérum, c’est l’action 
lylique qui persiste. 

L’expérience suivante confirme, pensons-nous, les vues de 
Prausnitz. 


Expérmence VIII. — En vue de titrer le pouvoir neutralisant de notre 
sérum anti-B. H., nous avions préparé la série des tubes suivants : 

1° 3 cent. cubes principe lytique B. H. actif+0 c. c. 3 sérum antilytique 
dilué & 1/100+ 1c. c. 2 eau physiologique. 
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2° 3 cent. cubes principe lytique B.H. actif+0c. c. 6 sérum antilytique 
dilué & 1/100 + 0 c. c. 9 eau physiologique. 

3° 3 cent. cubes principe lytique B.H. actif+0c. c. 9 sérum antilytique 
dilué 1/100 +0 c. c. 6 eau physiologique. 

4° 3 cent. cubes principe lytique B. H. actif+1c. c. 2 sérum anlilylique 
dilué a 1/100 +0 c. c. 3 eau physiologique. 

5° 3 cent. cubes principe lytique B. H. actif +4 c. c. 5 sérum antilylique 
dilué a 4/100 eau physiologique. 

6° 3 cent. cubes principe lytique B. H. actif + 0 cent. cube sérum antilytique 
dilué a 1/100 + 1 €. c. 5 eau physiologique. 

Nous avions ainsi une série de tubes contenant une méme quantité de 
principe lytique en contact avec du sérum & des doses croissantes respecti- 
vement de 1 p. 100, 2 p. 100, 3 p. 100, 4 p. 100 et 5 p. 100 ainsi qu'un tube 
témoin sans sérum. Tous ces tubes sont placés pendant trois jours a 
létuve, puis on les titre. 
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La clarificalion du tube 10 —® de la série témoin implique la 
présence dans ce tube, au début de l’expérience, d’au moins 
une particule de substance lytique, c’est-a-dire d’au moins 
10 millions de particules dans le tube 10—', soit au moins 
2() millions de particules par cenltimétre cube de principe pur. 
Aprés neutralisation partielle par le sérum antilytique 4 
1 p. 1.000, activité du principe ne s’étend plus que jusqu’a 
10 —°, c’est-a-dire que dans 1 cent. cube de ce principe partiel- 
lement neutralisé et non dilué le nombre de particules est 
réduit de 20 millions 4 20.000. 

Le sérum antilylique & 1 p. 1.000 aurait donc fait diminuer 
activité du principe de l’équivalent de plus de 19 millions de 
particules. Si la réaction envisagée suivait la loi des proportions 
définies, ainsi que le veulent Arnold et Weiss, une dose de 
sérum deux fois plus forte devrait étre plus que suffisante pour 
assurer la neutralisation compléte des 20.000 particules res- 
tantes. Nous devrions done obtenir une neutralisation compléte 
dans le tube ou le sérum est & Ja concentration de 2 p. 1.000. : 
Or, il n’en est rien; pour atteindre cette neutralisation com- 
plete, il faut utiliser du sérum 8 10 p. 100. 
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La réaction principe lytique + sérum anti, en ce qui concerne 
du moins le cas que nous avons envisagé, ne suit donc nulle- 
ment la loi des proportions définies. Nous ne vérifions donc pas 
ict les vues de Weiss et partageons, par contre, l’opinion de 


Prausnitz. 
L’expérience suivante va d’ailleurs confirmer cette idée. 


Expérrencs IX. — Ajoutons a un tube de principe lytique B. H. actif du 
sérum antilytique A dose de 5 p. 41.000. Aprés un séjour de vingt-quatre 
heures a l’étuve, nous titrons. Le résultat final du titrage aprés controle est : 


Oia MU = (= 8 iO 2 iN) LO jaan’ T Olea Ae 
Sa He tt tte FH+ F4t $44 


Il persiste donc dans ce tube un supplément de principe lytique non neu- 
tralisé. Mais prélevons 1 cent. cube de ce mélange et ajoutons-y 1 cent. cube 
de principe B. H. actif. On pourrait s’attendre, puisque le sérum n’a pu 
neutraliser complétement la premiére dose de principe, a ce que ladeuxiéme 
dose de principe conserve toute son activité, comme le fait d’ailleurs un 
témoin, consistant en un mélange de 1 cent. cube d’eau physiologique +-1 cent. 
cube de B. H. Laissons ces tubes pendant vingt-quatre heures a l’étuve et 


tilrons : 


Sérum 5 p. 1.000 
+ 2° dose de BH. 
EP + BH (témoin) . 


Le sérum, bien que neutralisant la premiére quantité de 
principe de facon incompléte seulement, a étendu son action 
sur la deuxiéme quantilé. La loi des proportions définies ne 
permet pas d’expliquer cette expérience. 

I] est curieux de constater que le résullat de cetle expérience 
rappelle exactement celui de l’expérience I[ relative a la fixation 
des derniéres traces de principe sur de nouvelles doses de sta: 
phylocoques. Pour la combinaison bactériophage-sérum anli, 
comme pour la combinaison bactériophage-microbes sensibles, 
il existe une certaine concentration en dessous de laquelle le 
principe ne se fixe plus. 

Le temps influe considérablement sur les résultats de Vexpé- 
rience. 
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Expérignce X. — Prenons une quantilé suffisante de principe B. H. actif 
additionné de sérum antilytique A 2p. 100. Ce mélange est conservé a 
Pétuve. Toutes les vingt-quatre heures, on fait un prélévement que l'on 
additionne aussitot d’une quantité égale de principe B. H. actif. 

Nous avons ainsi une série de mélanges contenant du sérum ayant été au 
contact du principe B. H. pendant des temps croissants, avant de recevoir 
la deuxiéme quantité de principe. Les titrages sont faits, pour chaque tube, 
vingt-quatre heures apres l’addition de la deuxiéme quantité. Le tube T, est 
celui ot le sérum a été au contact de la premiére quantité de principe pen- 
dant vingt-quatre heures, le tube T, = contact sérum-principe quarante- 
luit heures, T, = trois jours, etc. 


» fo--|---j---—/---J-——] +++] +++] +++ 
2 [-—-—|-——]--——|—-——]--—] +++] +++] +44 
» |>—-—|-—-—|—--—-|--—-|--—-—]/-——-] +++] +4+4+ 
© f—-—-—|--——}|—---—|-—-|--—|-——-]| +++ | 44+ 


= 


444334345 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
| 


Cy 


Tout se passe comme si l’union sérum antilytique-principe 
lytique, lache et aisément dissociable au début, devenait irré- 
versible aprés cing ou six jours, de sorte qu’& ce moment une 
nouvelle quantité de principe surajouté ne soit plus influencée. 
On pourrait objecter que le séjour du sérum antilytique & 37° 
aurait pu altérer et finalement détruire son pouvoir neutrali- 
sant; mais il n’en est rien, car nous nous sommes assurés 
qu’aprés un séjour de six jours & 37° le sérum antilytique 
n’avait en rien perdu de son activité. 

L’influence du temps est trés marquée également sur la 
réaction du sérum antilytique inactivé par le chauffage. 


ExpErIENcE XI. — Faisons, comme dans!expérience précédente, un mélange 
de sérum antilytique 4 2 p. 100 et de principe B. H., mais inactivé par chauffage 
cette fois. Maintenons ce mélange 4 37° et prélevons des échantillons toutes 
les vingt-quatre heures. Nous ajoutons a4 ces échantillons des quantités 
égales de principe B. H. actif et nous titrons aprés vingt-quatre heures 
d’étuve. 

Nous avons ainsi, comme dans l'expérience précédente, une série de 
tubes ott Je sérum aura été, pendant un, deux, trois jours, elc., au contact 
du principe, mais inactivé cette fois, avant de recevoir une nouvelle quantité 
de principe actif. 
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Si nous comparons le résultat de cette expérience faite avec 
le B. H. inactivé et celui de l’expérience faite avec du B. H. 
actif, il semble que ]’union entre le sérum et le principe chauffé 
éprouve plus de difficulté & se faire, ou tout au moins qu'elle 
reste plus dissociable pendant un temps plus long. Mais finale- 
ment le complexe se stabilise et devient irréversible. 


Conclusions. 


1° On ne parvient pas a saturer une méme émulsion de 
staphylocoques par des contacts répétés avec des doses de 
principe lytique concentré chaque fois renouvelées. A chaque 
contact, l’émulsion fixe la méme quantité de principe et laisse 
le méme reliquat de principe non fixé ; 

2° Réciproquement, on ne parvient pas a épuiser entiére- 
ment un échantillon de principe lytique concentré de tout le 
principe qu'il contient. Malgré des contacts répétés avec des 
émulsions de staphylocoques chaque fois renouvelées, le reli- 
quat de principe non fixé, laissé aprés le premier contact, reste 
libre au cours des contacts ultérieurs. 

Au-dessous d’une certaine concentration, le principe ne se 
fixe plus : il semble s’établir un état d’équilibre. Ces faits sont 
favorables & V'idée que la fixation du principe serait un phéno- 
méne physico-chimique plutét qu'une pénétration active du 
« bactériophage » dans les microbes. 

3° Par deux mélhodes différentes, nous avons réussi & mettre 
en évidence la fixation sur les staphylocoques du principe 
rendu inactif par chauffage & 65°. Dans ce cas, évidemment, il 
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ne peut étre question d’une pénétration active dans les microbes 
du « bactériophage » inactivé par la chaleur. 

4° La combinaison du principe lytique avec le sérum anti- 
lytique, d’autre part, obéit aux lois de la réaction antigene- 
anticorps. Ici aussi on trouve des états d’équilibre. Les combi- 
maisons se font non pas en proportions définies, mais en pro- 
portions variables. 

5° Le complexe bactériophage-sérum antilytique, aisément 
dissociable et réversible au début, se stabilise en vieillissant. 

6° On obtient également la combinaison du sérum antily- 
tique avec le bactériophage inactivé par la chaleur; mais, dans 
ce cas, la combinaison semble se faire plus lentement ou tout 
au moins reste plus longlemps réversible avant de se stabiliser. 
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